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Figure 1.1  Schematic illustration of layered silicate. 









可能な「陰イオン性粘土」である層状複水酸化物 (Layered Double Hydroxide; 以下，
LDH と表記) を主材料として取り扱う．LDH は，2 価金属水酸化物の金属イオンの一
部を 3 価金属イオンで置換することで基本層に正電荷をもたせ，層間への陰イオンの
取り込みを可能にした層状化合物である．2 価 - 3 価金属イオンおよび層間の陰イオ
ンは，さまざまな組み合わせが可能であり，最近では 1 価 - 3 価金属水酸化物[4][5]や 2
価 - 3 価 - 4 価金属水酸化物[6]，1 価 - 1 価金属水酸化物を基本層とした LDH につい
ても報告されている[4][4-6]． 
 LDH は産出量こそ少ないものの，天然にも存在し[7][8]，ハイドロタルサイト (組成
式: Mg6Al2(OH)16CO3･4H2O) がその代表例となっている．このことから，LDH を代表
とする粘土化合物は「ハイドロタルサイト様化合物」ともよばれる[7]．同時期にパイ
ロライト (組成式：Mg6Fe2(OH)16CO3･4H2O) も発見され，この他にも類似した結晶構
造を有する天然鉱物が多数発見された．Table 1.1 に，天然に存在する LDH[8]を示す． 
 
Table 1.1  Natural layered double hydroxides in the natural. 
 





















 : 2 価金属 (Mg2+, Mn2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+など) 
M
3+
 : 3 価金属 (Al3+, Fe3+, Cr3+, Co3+, In3+など) 
A
n-











ョン) することが可能で，さらに LDH の基本構造を一度破壊することにより非イオ
ン性分子の取り込みも可能である．取り込み方法の詳細については，1.2.4 で述べる． 
 Figure 1.2 に，LDH の結晶構造模式図を示す．LDH は，2 価金属 M2+の一部と 3 価
金属 M3+の置換による正電荷をもつ基本層と，陰イオンおよび層間水を含む負電荷を
もつ中間層からなる積層構造をとっている．基本層では，M2+を M3+が最大 M2+ / M3+ = 














Figure 1.2  Schematic illustration of crystal structure of LDH. (a) Crystal structure of LDH. (b) Crystal 
structure of LDH viewed from the c-axis direction. 
 
1.2.2 熱的特性 
 例として，Mg-Al 系炭酸型 LDH の熱的特性について述べる． 
 加熱により，まず層間水の脱離が起きる．Mg-Al 系 LDH の層間水は，約 180C か





[Mg1-xAlx(OH)2](CO3)x/2・yH2O ⇄ [Mg1-xAlx(OH)2](CO3)x/2 + yH2O 
 
 300～450C で基本層の Al に結合した OH 基の縮合脱水が始まり，続いて残りの OH
基と CO3
2-がほぼ同時に脱離し，H2O と CO2が発生する． 
＜400～500C: 脱炭酸および基本層中の OH 基の縮合脱水＞ 
 [Mg1-xAlx(OH)2](CO3)x/2 → (1 + x/2)Mg2(1-x)/(2+x)Al2x/(2+x)□x/(2+x)O + x/2CO2 + H2O 
(□：陽イオン空孔) 
 
 約 500C 以上で処理した場合，Al2O3 が MgO に固溶し，NaCl 型 MgO (Periclase) が
生成する．この固溶体は少なくとも 700C まで安定であり，約 900C で MgAl2O4 
(Spinel) に変化する．焼成した固溶体は陽イオン欠陥型である．また，(Mg-Al)O 固溶
(a) (b) 





ーションさせる方法を再構築法とよぶが，詳しくは 1.2.4 に後述する． 
＜LDH 構造の再構築＞ 
 (1 + x/2)Mg2(1-x)/(2+x)Al2x/(2+x)□x/(2+x)O + x/nA
n-
 + (1+x/2)H2O 




























Figure 1.3  Schematic illustration of ion-exchange method. 










れることが欠点である．Figure 1.4 に，共沈法による取り込みのモデル図を示す． 
 
 
Figure 1.4  Schematic illustration of co-precipitation method. 
 
共沈法による合成において，金属塩混合水溶液の添加時には NaOH 水溶液などの塩
基性溶液を同時に添加し，陰イオン水溶液の pH を一定に保つ必要がある．pH 調整を
行わない場合は，2 価あるいは 3 価金属水酸化物が不純物として生成し，その結果得
られた LDH の M2+/M3+モル比が仕込み比と異なる可能性がある．共沈法の最適条件は，
LDH 基本層となる金属水酸化物の溶解度積と共存する陰イオンの影響を受ける．溶
解度積の影響として，水酸化物の溶解度積 (Solubility product : Ksp) は陽イオンの種類
によって異なるので，沈殿開始 pH も異なる．Table 1.2 に，各種金属水酸化物の溶解
度積を示す． 
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] = logKsp + n･pKw
-n ･pH  
pM = -log[ M
n+
] = pKsp – n･pKw + n･pH  
ただし，水酸化マグネシウムの溶解度積 Ksp = 1.8 × 10
-11，水酸化アルミニウムの
溶解度積 Ksp = 1.1× 10






 (25C)  
 
より， Mg(OH)2は pH > 8.63，Al(OH)3は pH > 3.01 を満たした場合に沈殿が生成する． 
 一方，共存する陰イオンの影響として，Mn+と OH- が溶液中に存在するとき，それ























以上より，Mg-Al 系 LDH の沈殿が始まるのは pH 9～10 となる．さらに，Mg2+/Al3+
モル比が 2 以下の場合は水酸化物層に高密度な Al3+の八面体層が生成し，一方でモル
比が 4 以上の場合は Mg(OH)2 のみが生成する可能性がある．Table 1.3 に，各種金属水
酸化物の沈殿開始 pH を示す． 
 




 再構築法は，熱分解 - 再水和反応を利用して LDH 層間にゲスト分子を取り込む方
法である．例えば，Mg-Al 系炭酸型 LDH は，1.2.3 で述べたように，約 500C で焼成
すると，陽イオン欠陥を有する NaCl 型の MgAl2O4 固溶体を生成する． 
 [Mg1-xAlx(OH)2](CO3)x/2 →  
(1 + x/2)Mg2(1-x)/(2+x)Al2x/(2+x)□x/(2+x)O + x/2CO2 + H2O・・・(1) 
 (□: 陽イオン空孔) 
 
この焼成物を，陰イオンを含む水溶液に添加すると，(2) 式のように陰イオン，OH-
および H2O を取り込むことで LDH 構造を再構築する． 
 (1 + x/2)Mg2(1-x)/(2+x)Al2x/(2+x)□x/(2+x)O + x/nA
n-
 + (1+x/2)H2O 
→ [Mg1-xAlx/n(OH)2]Ax/n + xOH
-










した Mg-Al 系の他には，Mg-Fe 系，Zn-Al 系，Co-Al 系および Ni-Al 系 LDH が知られ
ているだけである．Figure 1.5 に，再構築法による取り込みのモデル図を示す． 
 
 
Figure 1.5  Schematic illustration of re-construction method. 
 
4) 熱反応法 (サーマルインターカレーション法) 
 熱反応法は，一種のイオン交換法であり，有機化合物/ LDH 複合体を合成する方法
としては比較的新しく，1994 年に Carlino らにより報告された[23]．1) に記載の通常の
イオン交換法は，溶液中で反応を進行させるのに対し，熱反応法は溶融法に近い反応





定化に用いられているが，LDH に関しての研究例は Carlino らが初めてである．Figure 
1.6 に，熱反応法による取り込みのモデル図を示す． 
 




Figure 1.6  Schematic illustration of thermal reaction method. 
 
1.2.4 層状複水酸化物に関する研究例 
 LDH の研究は，1940 年代に Frondel[26]や Feitknecht[27]らによって始められ，その構





LDH および LDH 層間化合物は，ゴムや樹脂の透明性，耐熱性，非伝導性などの向
上を目的とした添加剤，制酸剤，吸着剤，触媒などとして工業的に利用されており，
環境汚染物質の除去剤，金属微粒子や固体塩基触媒の前駆体および重合体の合成場と








 Figure 1.7 に，1947 年～2011 年の日本における主要死因別粗死亡率年次推移を示す
[42]．これより，明治から昭和初期までは，結核や肺炎などの感染症が死因の大半を占
めていたことが分かる．これらは第２次世界大戦 (1947 年) 後，急速に減少していく
一方で，がん，心疾患，脳血管疾患といった生活習慣病による死亡が上位を占めるよ
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うになった．このうち，がん (悪性新生物) による死亡率は 1981 年から死因の第 1 位




Figure 1.7  Trends in crude mortality rate for leading causes of death (1947-2012)
[42]
. 






































(Reticuloendothelial System; RES) の貪食細胞に補足されてしまうためである[43]．した
がって，生体システムによって処理される問題 (受動的ターゲティング) を解決する
ことなく空間的制御を達成することは出来ない．なお，この RES を回避し，長期血
中滞留性を持たせるために現在最も汎用されているのが Polyethylene glycol (PEG) に
よるコーティングである．例えば PEG を修飾したリポソームは，表面に固定水和相
を形成することで補体や抗体によるオプソニン化を防ぎ，免疫細胞による貪食を回避
















る．Figure 1.8 に，DDS による薬物治療の空間的・時間的制御を示す． 
 
 
Figure 1.8  Spatial control and temporal control of the drugs by DDS. 
 
1.3.3 DDS 材料 
 1.3.2 で述べたような制御を達成させるため，多くの新規材料の開発および投与方法
の検討が行われている．このうち，DDS を達成するための材料 (DDS 材料) は，プロ
ドラッグとキャリアの 2 つに大別される． 













材料 (キャリア) の開発が行われている．キャリアに要求される機能として，(1) 薬
剤を封じ込め，途中で漏らさない「封じ込め機能」，(2) 目標患部まで安定して確実に
運搬，確実に到達し，患部以外には到達しない「運搬機能」，(3) 幹部に到達した際に









Figure 1.9 に，DDS キャリアの分類図を示す． 
 
 
Figure 1.9  Classification of the DDS carrier. 
 
1.3.4 LDH の生体分野での応用検討例 
(1) 医薬品としての LDH[47][48] 
Mg-Al 系 CO3/LDH は，酸に対して安定した中和能をもち，人体に対して無害であ
ることから胃酸による胃粘膜損傷を防ぐための制酸剤として用いられている．これま
でに LDH は，胃の pH を安定化させる制酸剤開発の分野において大きな役割を担って
きた．Mg-Al 系 CO3/LDH は医薬品の有効成分としての認可を受けており，代表的な
ものとして協和化学工業 (株) のハイドロタルサイトがある．このハイドロタルサイ
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トは Mg-Al 系 CO3/LDH の総称であり，薬効成分としての LDH の呼称である． 
胃内 pH が 3.5 より低い場合，胃内に含まれるペプシンの働きにより胃粘膜が侵さ
れる．一方，pH が 5.0 を超えるとペプシン活性は制御されるが，反跳性胃酸分泌を
起こすため，胃内 pH は 3.5~5.0 に保つ必要がある．この調整が体内で行えない場合，
制酸剤の投与によって胃の pH を安定化する必要がある．Mg-Al 系 CO3/LDH は，負に
帯電したペプシンを良く吸着すると共に，その活性を制御する．また，pH3~14 の範
囲で安定であり，耐熱性が Mg(OH)2 よりも，対塩基性は Al(OH)3 よりも優れているこ







(2) DDS キャリア (経口投与モデル) としての無機層状化合物 








(3) DDS キャリア (血中投与モデル) としての無機層状化合物 
先の項で述べたとおり，DDS キャリアに求められる機能性は，(1) 封じ込め機能，








































































Figure 1.12  Multiple portals of entry into the mammalian cell
[71]
. 























(3) カベオラ介在エンドサイトーシス (ポトサイトーシス) 




























DDS と切っても切れない相補的な関係にあり，最近では治療  (therapy) と診断 
































光学顕微鏡には，数 cm から数 mm までの試料の観察に用いられる実体顕微鏡と，


























































ネート (Fluorescein isothiocyanate; FITC) が挙げられる．FITC は，フルオレセインの
水素ひとつをイソチオシアネート基に置換した化合物であり，水に溶けて強い黄緑色
蛍光 (吸収極大 495 nm，蛍光極大 520 nm) を発する．イソチオシアネート基は親タ












体) と蛍光標識した抗体 (二次抗体) を別々に用意して結合させる手法で，一次抗体
の動物種ごとに二次抗体を揃えるために多種の抗原の観察に便利である．蛍光抗体法
に用いる二次抗体としては，主にライフテクノロジーズ社の Alexa Fluor 488 または








 電子顕微鏡にはその原理から大きく分けて透過電子顕微鏡 (Transmission Electron 
Microscope: TEM) と走査電子顕微鏡 (Scanning Electron Microscope: SEM) の 2 つに大
別される．バイオイメージングにおいては，主に細胞内の微細構造を観察することを
目的として，TEM を用いた超薄切片法による観察が行われている． 




結像系のレンズ (対物レンズ，中間レンズ，投射レンズ) の 4 つから成り，(1) で発
生した電子線を (2) で絞り，それを試料に当て，透過してきた電子を (4) で結像し
て観察している．なお，電子線は直接見ることが出来ないので，観察の際は電子線を
蛍光板に当てて光に変え，それを観察する．重金属で染色された生物試料の場合，試








































 第 4 章では，2 章および 3 章で観察された LDH の細胞内挙動の詳細を可視化する




進を確認した．一方，細胞内 LDH 由来金属の分布の可視化のため，希土類に Eu を固
溶した Mg-Al 系 LDH の合成に取り組んだ．固相反応および水熱処理を組み合わせる
ことで，単一分散した Eu ドープ LDH の合成に成功した．さらに，Eu ドープ量を変
化させることで，Mg-Al 基本層への Eu 固溶限界が 2 mol%であること，Eu 含有量に
伴って発光強度が強くなることを明らかにした． 
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第 2 章 フルオレセイン/LDH の合成と細胞輸送 
 
2.1 はじめに 
 本章の目的は，蛍光色素フルオレセインナトリウム (以下，本文中において Fluo と
表記) をゲスト分子とした複合体フルオレセイン /LDH (以下，本文中において










Figure 2.1 に Fluo の構造式を，Fig. 2.2 に，各 pH における Fluo 化学種の存在比およ
び Fluo の酸塩基平衡を示す．Fluo は，pH により電荷状態が+1 価のカチオンから-2
価のジアニオンまで変化する．それぞれの酸解離定数は，pKa1 = 1.95，pKa2 = 5.05，
pKa3 = 7.00 である






















Figure 2.2   Fractions of Fluo ions in aqueous solutions at various pHs. Acid dissociation constant of 
Fluo: pKa1 = 1.95, pKa2 = 5.05, pKa3 = 7.00. 









Fluo/LDH 複合体については，2000 年に Costantino らによってイオン交換による
Zn-Al 系 LDH との複合化，イオン交換温度の影響および Fluo/LDH の発光特性が報告
されている[3]．この発光特性については，さらに LDH 層間に界面活性剤を共在させ






LDH を用いた細胞への物質の輸送機構の解明ならびに LDH 粒子の細胞へ輸送機構の
検討についての報告はわずかである．Xu らは，タンパク結合性をもつ蛍光色素であ
るフルオレセインイソチオシアネート (FITC) をゲスト分子とし，LDH の形状が細胞
内輸送に与える影響について検討した[14]．さらに Oh らが LDH の粒子径が与える影
響を，Chung らが細胞に取り込まれた後の LDH の輸送経路について，細胞の染め分
けおよび FITC の細胞輸送量の測定により検討した[15][16]．しかし，FITC がタンパク
結合性をもつため，FITC 単体を細胞に添加した場合にも緑色発光が観察された[14]．






2.2 フルオレセイン/LDH の合成実験 
2.2.1 実験試薬 
 特に表記のない試薬については，和光純薬工業 (株) 製特級を用いた． 
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○ LDH 金属成分，pH 調整用試薬 
・塩化マグネシウム六水和物  MgCl2･6H2O  F.W. = 203.3 
・塩化アルミニウム六水和物  AlCl3･6H2O  F.W. = 241.4 
・水酸化ナトリウム   NaOH    F.W. = 40.00 
 
○ ゲスト成分試薬 




Mg0.75Al0.25(OH)2(CO3)0.16･0.56H2O F.W. = 78.68  協和化学工業(株)製 
 
2.2.2 実験方法 
 Scheme 2.1 に実験フローチャートを，Fig. 2.3 に実験装置図を示す．4 つ口フラスコ
に 0.1 mM の Fluo 水溶液 100 mL を入れ，窒素雰囲気下，40C に保持しながら，滴下
ロートを用いて 0.1 M の MgCl2 - AlCl3 金属混合水溶液 (Mg : Al : Fluo モル比 = 2 : 1 : 
0.02) を滴下する．その際，0.1 M の NaOH 水溶液を同時に滴下し，フラスコ溶液内
の pH を 10 に保つ．金属塩溶液滴下終了後，遠心分離により固液分離を行い，蒸留水
で洗浄する．生成物を蒸留水 3 mL に分散させた後，10 mL のテフロン内筒型オート
クレーブに固体生成物を移し，100C，4 h の条件において水熱処理する．水熱処理終
了後，固液分離した生成物を 24 h 凍結乾燥をし，得られた固体生成物について評価を
行った．評価方法については 2.2.3 に後述する． 
 




Scheme 2.1  Flow scheet of the synthesis of Fluo/LDH. 
 
Figure 2.3  Synthesizing apparatus of 
Fluo/LDH.A: N2 gas, B: pH meter, C: 
MgCl2 – AlCl3 mixed solution, D: NaOH 




 固体生成物の結晶性および層間距離は，粉末Ｘ線回折装置  (理学電機 (株)製
RINT2000 型，以下，XRD と表記) により得られた X 線回折図から評価を行った．(測
定条件: 対陰極 Cu，Ni フィルター，管電圧 40 kV，管電流 20 mA，測定範囲 2~70) 
 
2) 官能基の評価 
 固体生成物の官能基は，フーリエ変換赤外分光光度計 (日本分光(株)製 FTIR4200 型，
以下，FT-IR と表記) により得られた FT-IR 吸収スペクトル図から評価を行った．(測
定法: KBr 錠剤法，測定条件: 積算回数 16 回，分解能 4 cm-1，測定範囲 400~4600 cm-1) 
 
3) 金属イオンの定量 
 固体生成物中の金属イオンは，Fluo/LDH を 1.0 M の HCl で完全に溶解し，これを
定量の純水で希釈後，溶液中の Mg および Al の濃度を原子吸光光度計 ((株)島津製作
所製 AA-6650 型，以下，AAS と表記) により測定し，その結果から算出を行った． 
 
4) 含有 Fluo の定量 
 固体生成物中の Fluo 含有量は，Fluo/LDH を 1.0 M の HCl で完全に溶解し，これを
定量の純水で希釈後，溶液中の有機炭素の濃度を全有機体炭素計 ((株)島津製作所製 
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(株)製 Axio scope) を用いて観察，撮影し検討した． 
 
6) 形状観察 
 固体生成物の形状は，プラズマコーター (フィルジェン(株)製 OPC-40 型) を用い
て試料にオスミウム蒸着させた後，走査型電子顕微鏡 (日本電子(株)製 JSM-7001F 型，




製 ELS-800 型，以下，DLS と表記) により得られた粒度分布図から評価を行った． 
 
8) ζ電位 
 Fluo/LDH のζ電位は、電気泳動光散乱光度計 (大塚電子(株)製 ELS-800 型) により
測定を行った． 
 
2.3 フルオレセイン/LDH の細胞輸送実験 
2.3.1 実験試薬 
○ 細胞 
・L929 細胞   DS ファーマバイオメディカル(株) 
 
○ 培地 
・ウシ胎児血清 (FBS)    ライフテクノロジーズ(株)製または biowest 社製 
・グルタミン含有 MEM アール液体培地 (MEM) ライフテクノロジーズ(株)製 
(実験には，MEM に 10% FBS を添加して使用) 
 
○ 培養用試薬 
・超純水 (MQ 水) 
(メルク(株)社製の超純水製造装置 MilliQ を用いて作製) 
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・ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)   ライフテクノロジーズ(株)製 
(実験には，MQ 水で 10%に希釈して使用) 
・0.05 % トリプシン/ EDTA    ライフテクノロジーズ(株)製 
・99.5 % エタノール  CH2CH3OH  和光純薬工業(株)製 1 級 
 
○ コロニー形成試験用試薬 
・メタノール   CH3OH   和光純薬工業(株)製 1 級 
・クリスタルバイオレット C25H30ClN3･9H2O 和光純薬工業(株)製 1 級 
 
○ 細胞切片作成用試薬 
・アクラフィルム    日新 EM(株)製 
・ポリ-L-リジン (p-Lys)   Cultrex®製 
・グルタルアルデヒド    和光純薬工業(株)製 1 級 
・四酸化オスミウム    日新 EM(株)製 
・QY-1      日新 EM(株)製 
・Poly/Bed 812     PolySciences. Inc 製 
・アラルダイト M (CY-212)   日新 EM(株)製 
・DDSA     日新 EM(株)製 







は約 20 m で，10 m 程度の他の粒子を取り込むことができる．Figure 2.4 に，L929
細胞の顕微鏡写真および細胞培養条件を示す． 
  












対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散する．計数
を行った細胞懸濁液を用いて，100 cells/mL の細胞懸濁液を調製する．この懸濁液を
用いて， 50 cells/mL になるように培養用 24well プレートに細胞を播種し，37 C，5% 
CO2 の条件で 6 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った Fluo または Fluo/LDH を所
定量含む培地を用いて培地交換を行い，サンプルを添加する．その後，37C，5% CO2
の条件で 7 days 曝露する． 
 
3) 後処理および計数 
曝露が終了した L929 細胞の培地を除去し，PBS で洗浄する．PBS を除去した後，
メタノールを 0.5 mL/well ずつ添加し，20 分間細胞固定する．固定終了後，30 min ク
リスタルバイオレットによる染色を行う．染色終了後，クリスタルバイオレットを除









Colony formation (%) =
Colony count of sample treated cell (N)




Scheme 2.2  Flow sheet of the protocol of colony formation assay. 
 
(b) フルオレセインおよびフルオレセイン/LDH の細胞輸送実験 





対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をフラスコに所定量播種し，37C，5% CO2 の
条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った Fluo または Fluo/LDH を 100 
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g/mL 含む培地を用いて培地交換を行い，37C，5% CO2 の条件で 3 h 曝露する． 
 
3) 洗浄 
曝露が終了した L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．上澄み液を除去後，PBS に再分散し，1000 rpm で 3 分








Scheme 2.3  Flow sheet of the observation of the cellular transportation. 
 
(c) フルオレセイン/LDH の細胞内粒子局在観察 
 次に，Fluo/LDH を添加した L929 細胞を透過型電子顕微鏡によって観察し，
Fluo/LDH の細胞内粒子局在について検討した．Scheme 2.4 および 2.5 に，実験フロー
チャートを示す． 




約 1 cm 角に切断したアクラフィルムを 60 mm ディッシュに入れ，24 時間 UV 照射
することにより，アクラフィルムの滅菌を行う．滅菌終了後，アクラフィルムを 6 mm
ディッシュに移し，p-Lys に浸した状態で 37C，5% CO2 の条件で 2 h インキュベート
する．最後に，p-Lys を除去し，冷えた培地で 2 回洗浄する． 
 
2) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液を，1) で前処理を行ったアクラフィルム上に
所定量播種し，37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
3) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った各種 LDH を 100 g/mL 含む
培地を用いて培地交換を行い，37C，5% CO2 の条件で所定時間曝露する． 
 
4) 後処理 
曝露終了後，グルタルアルデヒド-PBS 溶液を用いて培地交換を行い，冷蔵庫内に 1 
h 保持することで前固定を行う．前固定終了後，グルタルアルデヒド-PBS 溶液を除去
し，PBS で洗浄を行った後，四酸化オスミウム-PBS 溶液で 1 h 後固定を行う．後固定
終了後，四酸化オスミウム-PBS 溶液を除去し，50% - 70% - 80% - 90% - 100% - 100%
エタノールの順で各 10 min 脱水する． 
 
5) サンプル作成および観察 
4) で脱水処理を行ったアクラフィルムを，QY-1 に 10min，2 回浸透させる．浸透
終了後，QY-1 を除去し，エポキシ樹脂-QY-1 等量混合溶液に 30 min 浸透させる．な
お，エポキシ樹脂は，Poly/Bed，アラルダイト M および DDSA を所定量採取，かき
混ぜした後，DMP-30 を加えてさらにかき混ぜて調製した．浸透終了後のアクラフィ
ルムを包埋版に入る大きさに切断し，型に入れ，その上からエポキシ樹脂を入れて型
を埋める．60C のオーブンで 2 days 乾燥した後，樹脂を型から外し，ダイヤモンド
カッターで薄切して染色する． 
以上の手順により作成した細胞切片を，透過型電子顕微鏡により観察する． 




Scheme 2.4  Flow sheet of the observation of the intracellular localization of LDH particles. 
 
  









 Fluo および Fluo/LDH 細胞輸送実験において，生物顕微鏡 (協和光学工業(株)製 
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2.4.1 フルオレセイン/LDH の合成 
 Figure 2.5 に，Fluo/LDH の XRD スペクトルを示す．これより，LDH 特有の層状構
造を示す倍角の回折パターンが得られ，底面面間隔値 (d003) は 0.77 nm であった．
Table 2.1 に，Fluo/LDH の化学組成を示す．これより，Fluo/Al モル比は 0.02，Fluo 含
有量は 2.3wt%であり，Fluo 仕込み量の全量が LDH と複合化されたことが確認された． 
Fluo/LDH における d003 は複合体中の Fluo 含有量と相関し，Fluo 含有量 24wt%以下
の Fluo/LDH において，d003 は 0.77nm であることが報告されている
[18]．さらに，この
d003 の値は Fluo の分子サイズによって決定され，LDH 層間の Fluo の配置は Fluo 含有
量 24wt%以下の Fluo/LDH において平行方向，Fluo 含有量 24wt%以上の Fluo/LDH に
おいて垂直方向へと変化することが知られている[18]．Figure 2.6 に，Fluo/LDH 層間の
Fluo 配置模式図を示す．この d003 と Fluo 含有量の相関は本章においても一致してい
ることから，得られた Fluo/LDH において LDH 基本層層間で Fluo が平行方向に配向
し，Fluo の分子サイズによって d003 が決定されたと考えられる．  
 
 
Figure 2.5  XRD spectrum of Fluo/LDH. 
 
Figure 2.6  Schematic illustrations of Fluo/LDH 
with (a) horizontal orientation (low Fluo content) and 




Table 2.1  Chemical formula of Fluo/LDH. 
 
第 2 章 フルオレセイン/LDH の合成と細胞輸送 
45 
 
一方，Table 2.1 に示した化学組成より，Fluo だけでは LDH 基本層の電荷を補うこ
とはできないため，LDH層間にはFluo以外のアニオンも含まれることが示唆される．
Figure 2.7 に Fluo/LDH の FT-IR スペクトルを，Fig. 2.8 に蛍光顕微鏡写真を示す．Figure 
2.7 より，アルカマック VF において，3200–3700 cm-1 のブロードなピークは LDH 基
本層および層間水の O-H 基に，3020 cm-1 のブロードなピークは層間の CO3
2-と水素結
合している O-H 基に，1370 cm-1 のピークは層間の CO3
2-に，700 cm-1 以下の格子振動
バンドは M–O および O–M–O 基 (M = Mg または Al) に帰属される[19][20]．Fluo/LDH





-1 と 780 cm-1 に Cl-に由来する吸収ピークがわずかに見られることから，LDH
層間には Fluo アニオン以外に，Cl-と CO3
2-が共存していると考えられる[21][22]． 
一方で，Fig. 2.7 より，Fluo/LDH に Fluo 由来の明確な吸収ピークは確認されなかっ
た．これは，Table 2.1 より，複合体中の Fluo 含有量がわずかであったためと考えられ
る．しかし，Fig. 2.8 に示すように，蛍光顕微鏡観察において複合体は強い緑色発光
を示した．したがって，LDH 層間および層表面上に Fluo が適度に配置されることで
色素分子の会合や自己消光が抑えられ，強い発光が観察されたと考えられる[23]．さら








Figure 2.7  FT-IR spectra of (a) commercial LDH, 





Figure 2.8  Fluorescence micrograph of 
Fluo/LDH. 
 
Figure 2.9 に，Fluo/LDH の SEM 写真を，Fig. 2.10 に，粒度分布図を示す．Figure 2.9




分散のような衝撃を与えられると，粒径 10 nm 以下の一次粒子に分離する．しかし，
分離した粒子の大半は，すぐに 300 nm 程度の二次粒子に再凝集し，通常二次粒子と
して存在している．後述する細胞輸送実験においても，観察される細胞内への取り込
みが目視で確認された粒子の多くが数 100 nm 程度の粒径であり，上記の振る舞いは
細胞培養液中でも同様であると考えられる． 
 







Figure 2.9  SEM images of Fluo/LDH. Figure 2.10  Particle distribution of Fluo/LDH. 
 
2.4.2 フルオレセイン/LDH の細胞輸送 
(a) フルオレセインおよびフルオレセイン/LDH の細胞毒性評価 
 本章で合成された Fluo/LDH を細胞内プローブとして用いるにあたって，はじめに
フルオレセインおよび Fluo/LDH の細胞毒性をコロニー形成試験によって検討した．
Figure 2.11 に 24well プレートの実体写真および L929 細胞のコロニーを，Fig. 2.12 に
コロニー形成試験法におけるコロニー計測例を示す．コロニー形成試験は，生細胞が











Figure 2.11  Colony of the L929 cell. 
 
 
Figure 2.12  Calculational procedure of colony formation for the L929 cell. 
 
 Figure 2.13 に，各サンプル濃度における L929 細胞のコロニー形成率を示す．Fluo
溶液を細胞に添加した場合，いずれのサンプル添加濃度においてもコロニー形成率は
100 %前後を保っていた．すでに第 1 章で述べたとおり，Fluo は点眼薬を例として生




と言える．次に Fluo/LDH 分散液を添加した場合では，Fluo 溶液を添加した場合より
もやや低いコロニー形成率を示した．特に，サンプル添加濃度が 50 g/mL 以上にな
るとコロニー形成率が減少したものの，サンプル添加濃度 50 g/mL におけるコロニ
ー形成率は 78%，サンプル添加濃度 100 g/mL におけるコロニー形成率は 83%とな
った． Mg-Al 系炭酸型 LDH は，Fluo と同様，制酸剤としてすでに生体に対しての利
用がなされており，細胞毒性が低いという結果が報告されている[24]．したがって，細
胞毒性の低い Fluo および Mg-Al 系 LDH を複合化することによる細胞毒性の増加は，
ほとんどないということが確認された． 
 一方，Fluo および Fluo/LDH のいずれにおいても，サンプル添加濃度とコロニー形
成率の間に相関性は見られなかった．これは，目視によりコロニー計数を行い，コロ
ニー形成率を算出しているためと考えられる．細胞毒性試験の精度向上のためには，
吸光度により細胞生存率を測定する (WST-8 法など) 方法によって改善できると考え
られ，実際に，多くの毒性試験はこの手法が採用されている．しかしながら，添加サ






Figure 2.13  Influence of the addition of Fluo (◆) and Fluo/LDH (■) on the colony formation for the 
L929 cell. 
 
(b)  蛍光顕微鏡によるフルオレセインおよびフルオレセイン/LDH の細胞輸送観察 
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 Figure 2.14に，Fluoまたは Fluo/LDHを添加した L929細胞の蛍光顕微鏡写真を示す．
(a) および (b) より，Fluo 溶液添加時は，励起光照射時に発光は観察されなかった．





と考えられる．ζ電位測定より，Fluo/LDH の表面電位が+30 mV であることから，LDH















Figure 2.14  Fluorescence micrograms of the L929 cells after 3 h of the incubation. (a) and (c) are the 
TD images; (b) and (d) are the fluorescence images. (a) and (b) are the Fluo added; (c) and (d) are 
Fluo/LDH added cells. 
(a) (b) 
(c) (d) 






これは DDS 用キャリアとして LDH を応用するにあたって必要不可欠な特徴である．  
 
(c)  透過電子顕微鏡によるフルオレセイン/LDH の細胞輸送観察 
 前項で得られた観察結果において，細胞全体が均一に緑色発光している様子から，
ゲストである Fluo アニオンの細胞内への輸送が示された．細胞に添加された
Fluo/LDH 粒子による Fluo アニオンの輸送は，Fluo/LDH 粒子が細胞膜に接近した後，
(1) Fluo のみを細胞内に輸送する，(2) まず Fluo/LDH 粒子そのものが細胞内に輸送さ
れた後，細胞内部で Fluo をリリースする，の二通りが考えられる．そこで次に，TEM
により L929 細胞への Fluo/LDH 粒子の輸送について検討した． 
 まず，Fluo/LDH を添加してからの培養時間 (曝露時間) を 10 min として，Fluo/LDH
を添加，細胞切片を作成し，TEM により観察した．Fiure 2.15 に，Fluo/LDH を添加し
た L929 細胞の TEM 写真を示す．まず，(a) および (b) において，Fluo/LDH 粒子が
細胞膜に取り囲まれている様子が観察された．一方，(c) および (d) において， 
Fluo/LDH 粒子が小胞中に含まれた状態で細胞内に存在している様子が観察された．
これより，Fluo/LDH 粒子が細胞内に輸送されていることが確認され，Fluo アニオン
の輸送は，前述した (2) の経路をたどると考えられる． 
  









す因子を検討するため，比較用試料として市販炭酸型 LDH であるアルカマック VF
を添加し，Fluo/LDH と同様の実験方法により細胞輸送を観察した．Figure 2.16 に，ア
ルカマック VF を添加した L929 細胞の TEM 写真を示す．曝露時間 10 min において，
Fluo/LDH と同様にアルカマック VF においても，細胞膜に取り囲まれる様子および小
胞に含まれた状態で細胞内に存在している様子が観察された．したがって，これらの









Figure 2.16  TEM images of the cellular section of L929 treated with commercial LDH. Exposure time: 
10 min. 
 
さらに，Fluo 水溶液 100 mL に 0.1 g のアルカマック VF を添加し，pH を 10 に調整，
2 h かき混ぜを行うことで，アルカマック VF に Fluo を吸着させた試料 (以下，
Fluo-LDH と表記) を合成し，同様に細胞輸送を観察した．Figure 2.17 に，Fluo-LDH
を添加した L929 細胞の TEM 写真を示す．この試料についても，10 min 曝露時におい
















られていることから，アルカマックを曝露した細胞を 4C および 37C で 1 時間保持
して曝露した後，同様に細胞切片を作成し，TEM 観察を行った[25]．Figure 2.18 に，
温度によるアルカマック VF の細胞輸送への影響を示す．まず，(a) および (b) にお
いて，37C 曝露時には 10 min 曝露時と同様の挙動 (Fig. 2.15) を示した．一方，(c) お

















Figure 2.18  TEM images of cellular sections of L929 treated with commercial LDH. Exposure 
temperature of (a) and (b) was 37C; (c) and (d) was 4C. Exposure time: 1 h. 
 
 次に， Fluo/LDH の細胞内粒子局在に及ぼすサンプル曝露時間の影響を検討するた
め，サンプル曝露時間を変化させた細胞についての TEM 撮影を行った．Figure 2.19
に，Fluo/LDH を 30 min 曝露させた L929 細胞の TEM 写真を示す．(b), (d), (f) はそれ
ぞれ (a), (c), (e) 中の囲み部分の拡大図である．まず， (a) および (b) において，30 
min 曝露時にもこれまでと同様，Fluo/LDH 粒子が小胞内に含まれた状態で細胞内に輸
送されている様子が観察された．しかしながらこの小胞は，10 min 曝露時に観察され
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高い巨大物質である LDH の輸送についての報告はない．一方 (2) の過程について，
プロトンスポンジ効果によるエンドソームリリースという機構が提唱されており，
LDH 粒子の場合にもこの機構が適用できる可能性がある[26]．この機構の詳細および
LDH 粒子に対しての検討については，4 章以降に詳しく述べる． 
 さらに，小胞は主に細胞質において観察されているが，(e) および (f) では，細胞
核の極近傍で観察された．したがって，Fluo アニオンだけでなく，Fluo/LDH 粒子が











Figure 2.19  TEM images of cellular sections of L929 treated with Fluo/LDH. Exposure time: 30 min. 
 





















 Fluo/LDH は層状構造をもつ板状粒子であり，10 nm 以下の一次粒子が凝集した平
均粒径 338 nm の二次粒子としてふるまう． 
 複合体中の Fluo 含有量は 2.3wt%とわずかであるにも関わらず，蛍光顕微鏡観察
より強い緑色発光が観察された． 
 コロニー形成試験より，Fluo および Fluo/LDH は，ほ乳類細胞 L929 に対して低い
毒性を示した． 
 蛍光顕微鏡観察により，LDH と複合化することで Fluo アニオンの L929 細胞への
細胞輸送が促進された． 
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第 3 章 フルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成と細胞輸送 
 
3.1 はじめに 
 本章の目的は，フルオレセイン/LDH (以下，本文中において Fluo/LDH と表記) の


















組織に蓄積される．このような性質は EPR 効果  (Enhancement Permeability and 
Retension Effect) と呼ばれており，1986 年に前田，松村によって提唱された[1]．Figure 
3.1 に，EPR 効果による薬剤輸送の概略図を示す． 
 




Figure 3.1  Schematic illustration of the EPR effect. 
 
 したがって，前章での観察結果と合わせて考えると，100 nm 程度の高分散性 LDH
を合成することで細胞輸送効率の向上が見込まれる． 
 
3.1.2 DH の形態制御に関する先行研究 
 LDH の一般的な合成法である共沈法による合成では，高結晶性，高均一性な粒子
が得られるものの，多くの場合，粒子サイズは 1.0-10 μm のマイクロ粒子で得られる
[4]．例えば共沈法により合成された Fluo/LDH は，約 2.0 μm の板状粒子が凝集して約
100 μm の凝集塊を形成していることが報告されている[5]．イオン交換法では，得られ
る LDH の粒径はイオン交換前の前駆体 LDH の粒径に依存し，再構築法では，LDH
の層を破壊してインターカレーション反応を行うために均一な構造はできにくい．そ
こで近年，均一なナノサイズの LDH を合成する手法として水熱法が用いられている．
はじめに Choy らにより，水熱法によるナノサイズの Mg-Al 系炭酸型 LDH の合成が
報告された．報告された LDH の粒径は 85~340 nm であったものの，SEM 観察から一
部粒子の凝集が示された[6]．その後，Xu らにより LDH の合成に及ぼす水熱処理条件
および層間イオンの影響が検討された結果，100C，16 h という処理条件において 100 
nm 程度の均一かつ高分散性 LDH の合成が報告された[7]． 
 一方，蛍光色素フルオレセインイソチオシアネート (FITC) をゲスト分子とした複
合体 FITC/LDH について，ロッド状粒子および六角板状粒子への形態制御が報告され
た[8]．はじめに，既報のロッド状 FITC/LDH (Rod-FITC/LDH) の合成法を述べる．
Scheme 3.1 に，実験フローチャートを示す．0.15 M の NaOH 水溶液 40 mL を激しく
かき混ぜ，そこに 2.0 mmol の MgCl2 と 1.0 mmol の AlCl3 を含む混合金属塩溶液 10 mL
を 10 s 以内に滴下し，10 min かき混ぜ熟成をして LDH 粗沈殿を生成させる．得られ
たスラリーを遠心分離で回収し，蒸留水 40 mLに再分散する．4 mL のスラリーを 0.025 
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M の FITC 0.12 mL と 1 h イオン交換反応し，1 回洗浄した後，テフロン内筒型オート
クレーブを用いて 100C，16 h の条件において水熱処理し，生成物 Rod-FITC/LDH を
得る． 
一方，六角板状 FITC/LDH (Hex-FITC/LDH) の合成法は以下の通りである．上記と
同様に合成した LDH スラリーを 2 回洗浄し，蒸留水 40 mL に再分散，100C，16 h
の条件において水熱処理する．その後，得られたスラリーを FITC とイオン交換反応
させ，再度 60C，15 min の条件において水熱処理し，生成物 Hex-FITC/LDH を得る． 
 
 
Scheme 3.1  Flow sheet of the synthesis of Rod-FITC/LDH and Hex-FITC/LDH nanocomposites. 
 
 このようにして得られたロッド状 FITC/LDH は，六角板状 FITC/LDH と比較して細
胞核へのゲスト分子 (FITC) 輸送量が増加したという報告もなされている[8]．したが
って，ロッド状 LDH の形成機構を明らかにし，目的に応じた粒子形態の制御が可能
となることで，より効果的な DDS 用キャリアとしての LDH の活用が期待される． 
 
3.2 液相法による LDH ナノ複合体の合成実験 
3.2.1 実験試薬 
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○ LDH 金属成分，pH 調整用試薬 
・塩化マグネシウム六水和物 MgCl2･6H2O  関東化学(株)製特級 
・塩化アルミニウム六水和物 AlCl3･6H2O  和光純薬工業(株)製特級 
・水酸化ナトリウム  NaOH    関東化学(株)製特級 
 
○ ゲスト成分試薬 





Cl/LDH と表記) ，その次にゲスト分子を前章同様フルオレセインナトリウム (以下，
本文中において Fluo と表記) とした複合体 Fluo/LDH について，ロッド状粒子および
六角板状粒子への形態制御を検討する． 
 
(a) 六角板状塩化物型 LDH ナノ粒子の合成実験 
はじめに，前駆体である Cl/LDH (Hex-Cl/LDH) の合成法を述べる．Scheme 3.2 に，
実験フローチャートを示す．0.15 MのNaOH水溶液 80 mLを200 mLビーカーに入れ，
窒素雰囲気下に保持する．0.4 M の MgCl2水溶液 10 mLと 0.2 M の AlCl3水溶液 10 mL
を含む混合金属塩溶液 (Mg : Al モル比 = 2 : 1) を 10 s 以内に滴下し，室温で 10 min
かき混ぜ熟成を行う．熟成後，遠心分離により固液分離を行い，蒸留水で洗浄する．
生成した Cl/LDH 粗沈殿を蒸留水 80 mL に分散させ，テフロン内筒型オートクレーブ 
100 mL を用いて，Table 3.1 に示す反応条件で静置式オーブンを用いて水熱処理する
ことでスラリーを生成し，スラリーの水分を蒸発させることにより固体生成物を得た． 
 





Scheme 3.2  Flow sheet of the synthesis of the 
Hex-Cl/LDH nanoparticles. 
Table 3.1  Hydrothermal treatment 
condition of the Hex-Cl/LDH nanoparticles. 
 
 
(b) 六角板状フルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成実験 
次に，六角板状 Fluo/LDH (Hex-Fluo/LDH) の合成方法を述べる．Scheme 3.3 に，実
験フローチャートを示す．前駆体 Cl/LDH と同様の合成法により，Cl/LDH 粗沈殿を
含む溶液 80 mL を生成する．これをテフロン内筒型オートクレーブ 100 mL に移し，
100C，16 h の条件において水熱処理する．水熱処理終了後，生成したスラリーを 200 
mL ビーカーに移し，窒素雰囲気下に保持する．そこに，Table 3.2 に示す濃度条件の
Fluo 水溶液を滴下し，1 h イオン交換反応を行う．反応終了後，固液分離した生成物
を 24 h 真空乾燥をし，固体生成物を得た． 
  




(c) ロッド状フルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成実験 
 最後に，ロッド状 Fluo/LDH (Rod-Fluo/LDH) の合成方法を述べる．Scheme 3.4 に，
実験フローチャートを示す．はじめに，上記二種類の LDH と同様の合成法により，
Cl/LDH 粗沈殿を含む溶液 80 mLを生成する．生成した Cl/LDH 粗沈殿を蒸留水 80 mL
に分散させ，200 mL ビーカーに移し，窒素雰囲気下に保持する．そこに，Table 3.2
に示す濃度条件の Fluo 水溶液を滴下し，1 h イオン交換反応を行った．反応終了後，
遠心分離により固液分離を行い，蒸留水で洗浄する．生成物を蒸留水 80 mL に分散
させた後，テフロン内筒型オートクレーブ 100 mL に固体生成物を移し，100C，16 h
の条件において静置式オーブンまたは回転式オーブンを用いて水熱処理する．水熱処




Scheme 3.3  Flow sheet of the synthesis of the 
Hex-Fluo/LDH nanocomposites. 
Table 3.2  Fluo concentrations for the 
synthesis of the Hex-Fluo/LDH 
nanocomposites. 
 












 固体生成物の結晶性および層間距離は，卓上 X 線回折装置 (ブルカーエイエックス
エス(株)社製 D2 PHASER，以下，XRD と表記) により得られた X 線回折図から評価
を行った．(測定条件: 対陰極 Cu，Ni フィルター，遮光板 1 mm，拡散スリット 0.6 mm，
管電圧 30 kV，管電流 10 mA，測定範囲 2~70°) 
 
2) 官能基の評価 
 固体生成物の官能基は，フーリエ変換赤外分光光度計 (日本分光(株)製 FTIR4200 型，
以下，FT-IR と表記) により得られた FT-IR 吸収スペクトル図から評価を行った．(測




膜付グリッド (日本電子(株)製 Cu200) に滴下，乾燥させた後，透過型電子顕微鏡およ
びエネルギー分散型 X 線分析装置 ((株)日立製作所社製 Hitachi HF-2000EDX 型，以
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下，EDS と表記) による元素分布測定により算出を行った． 
 
4) 発光特性 
 固体生成物粒子の発光特性は，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波長: 488 nm (Fluo)) を
用いて観察した．さらに，KBr プレート (ジャスコエンジニアリング(株)製 顕微赤外
用 KBr プレート) を用いて測定用試料を作製し，分光蛍光光度計 (日本分光(株)製
FP-8500 型) により得られた蛍光スペクトルから評価を行った．(測定法: KBr プレー
ト法，測定条件: 励起側バンド幅 5 nm，蛍光側バンド幅 5 nm，レスポンス 0.1 sec，
測定範囲 350~750 nm，データ取込間隔 1 nm，走査速度 100 nm/min，フィルター: シ
ャープカットフィルタ L-42 (励起波長 405 nm) および Y-50 (励起波長 488 nm)) 
 
5) 形状観察 
固体生成物の形状は，オスミウムコーター (フィルジェン(株)製 OPC40 型) を用い
て試料にオスミウムを蒸着させた後，走査型電子顕微鏡 (日本電子(株)製 JSM-7001F
型，以下，SEM と表記) により観察を行った．さらに，ナノ粒子の形状は，エタノー
ルに試料を超音波分散させ，分散液を支持膜付グリッド (日本電子(株)製 Cu200) に滴
下，乾燥させた後，透過型電子顕微鏡 (日本電子(株)製 JEM-2010 または日本電子(株)
製 JEM-2100 型，以下，TEM と略記する) により観察を行った． 
 
6) 粒度分布の評価 
 固体生成物の粒度分布は，ゼータ電位・粒子径・分子量測定装置 (マルバーン社製 
ZETA SIZER Nano Series Nano-ZS 型，以下，DLS と表記) により得られた粒度分布図
から評価を行った． 
 
3.3 フルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞輸送実験 
3.3.1 実験試薬 
○ 細胞 
・L929 細胞  DS ファーマバイオメディカル(株) 
 
○ 培地 
・ウシ胎児血清 (FBS)    ライフテクノロジーズ(株)製または biowest 社製 
・グルタミン含有 MEM アール液体培地 (MEM) ライフテクノロジーズ(株)製 
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(実験には，MEM に 10% FBS を添加して使用) 
 
○ 培養用試薬 
・超純水 (MQ 水) 
(メルク(株)製の超純水製造装置 MilliQ を用いて作製) 
・ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)   ライフテクノロジーズ(株)製 
(実験には，MQ 水で 10%に希釈して使用) 
・0.05 % トリプシン/ EDTA    ライフテクノロジーズ(株)製 
・99.5% エタノール  CH2CH3OH  和光純薬工業(株)製 1 級 
 
○ コロニー形成試験用試薬 
・メタノール   CH3OH   和光純薬工業(株)製 1 級 
・クリスタルバイオレット C25H30ClN3･9H2O 和光純薬工業(株)製 1 級 
 
○ 細胞切片作成用試薬 
・アクラフィルム    日新 EM(株)製 
・ポリ-L-リジン (p-Lys)   Cultrex®製 
・グルタルアルデヒド    和光純薬工業(株)製 1 級 
・四酸化オスミウム    日新 EM(株)製 
・QY-1      日新 EM(株)製 
・Poly/Bed 812     PolySciences. Inc 製 
・アラルダイト M (CY-212)   日新 EM(株)製 
・DDSA     日新 EM(株)製 
・DMP-30     TAAB Laboratories-ENGLAND UK 製 
 
○ 細胞核染色試薬 
・Hoechst 33342, trihydrochloride, trihydrate (Hoechst) 




 2 章 (2.3.3 (a))で示した方法と同様である． 
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(b) フルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞内粒子局在観察 
 2 章 (2.3.3 (b))で示した方法と同様である． 
 
(c) フルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞内蛍光局在観察 
 本章における蛍光観察では，Fluo/LDH ナノ複合体を添加した L929 細胞を細胞核染
色色素によって核染色し，蛍光の重ね合わせにより細胞内の蛍光局在を検討した．
Scheme 3.5 に，実験フローチャートを示す． 
 
1) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を，PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液を，ガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った Fluo/LDH ナノ複合体を 100 
g/mL 含む培地を用いて培地交換を行い，37C，5% CO2 の条件で 1 h 曝露する． 
 
3) 細胞核染色 
曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，Hoechst を 2 g/mL 含む培地
を添加し，37C，5% CO2 の条件で 30 min 培養し，細胞核染色を行う． 
 
4) 観察 
 染色終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH または Hoechst 等
のサンプルを含まない，通常の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザー
顕微鏡 (励起波長: 405 nm (Hoechst) および 488 nm (Fluo)) を用いて細胞の発光の様
子を観察する． 
 









製 JEM-2100 型，以下，TEM と表記) を用い，細胞内粒子局在を観察した． 
 
2) 共焦点レーザー蛍光顕微鏡 
 Fluo/LDH 細胞内蛍光局在観察実験において，共焦点レーザー顕微鏡 ((株) Nikon 製 
C2 si) を用い，発光の様子を観察した． 
 
3.4 実験結果および考察 
3.4.1 液相法による塩化物型 LDH ナノ粒子の合成 
(a) 既報合成法による塩化物型/LDH ナノ粒子の合成 
 はじめに，既報に従って水熱処理条件を 100C，16 h とし，前駆体である Cl/LDH
ナノ粒子の合成を行った．Figure 3.2 に，Cl/LDH の XRD スペクトルを示す．これよ
り，LDH 特有の層状構造を示す倍角の回折パターンが得られ，底面面間隔値 (d003) は
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考えられる．Figure 3.3 に，水熱処理前後のスラリーの写真を示す．Cl/LDH 粗沈殿を
含む溶液は，水熱処理によって高い分散性をもつスラリーとなったため，通常の遠心
分離 (13000 rpm) では粒子が沈降せず，粒子を回収・洗浄することが出来なかった．
そこで，スラリーを加熱して水を蒸発させることで生成物を回収し，XRD 測定を行
ったため，塩である NaCl の回折ピークも発現したと考えられる．なお，このスラリ
ーは，合成後 1 年以上経過しても安定して保持されていた． 
 
 










Figure 3.3  Photographs of the slurry of the 
Cl/LDH nanoparticles (a): before and (b): after 
hydrothermal treatment. 
 
Fiure 3.4 に，Cl/LDH の FT-IR スペクトルを示す．これより，Cl/LDH において，3200–
3700 cm
-1 のブロードなピークは LDH 基本層および層間水の O-H 基に，1370 cm-1 のピ
ークは層間の CO3
2-に，800 cm-1 以下の格子振動バンドは M–O および O–M–O 基 (M = 
Mg または Al) に帰属される．さらに，アルカマック VF に見られる 3020 cm-1のブ
ロードなピーク (層間の CO3









Figure 3.4  FT-IR spectra of  (a) Hex-Cl/LDH 
nanoparticles and (b) the commercial LDH. 
 
 
 Figure 3.5 に Cl/LDH の粒度分布図を，Fig. 3.6 に TEM 写真を示す．Figure 3.5 より，
合成された LDH は平均粒径 105 nm であり，第 2 章で得られた Fluo/LDH と比べても
均一性，分散性ともに向上していることを確認した．Figure 3.6 において，Fig. 3.5 同
様，平均粒径 100 nm 程度の六角板状粒子が示された．しかしながら，ごく一部では
あるものの，ロッド状粒子も形成されていることを確認した．詳細は 3.4.2 に後述す









Figure 3.6  TEM image of the Hex-Cl/LDH 
nanoparticles. 
 
(b) 水熱処理時間が及ぼす塩化物型 LDH ナノ粒子合成への影響 
 そこで，Cl/LDH 合成における水熱処理条件がロッド状粒子形成に及ぼす影響につ








間 0 h では，粒子形状・サイズともに不均一であった．これは，アルカリ溶液に混合
金属塩溶液を滴下して 10 min かき混ぜ熟成を行った段階では，結晶性の低い LDH 粗
沈殿しか生成しないためと考えられる．水熱処理時間 3 h では，0 h で見られた不定形
粒子が成長することにより，板状粒子となっている様子が見られた．しかしながら，
その粒子サイズは不均一で凝集が見られることから，結晶成長はまだ完了していない
と考えられる．水熱処理時間 6 h では，3 h と比較して板状粒子のサイズに均一性が見
られたものの，未だ粒子の凝集が見られた．水熱処理時間が 12 h 以上になると，板状
粒子サイズはより均一になり，凝集も抑えられていた．水熱処理時間をさらに長くし，
24 h とすると，16 h と比較して板状粒子サイズが大きくなったことから，粒径成長が
示された． 
  















Figure 3.7  Influence of the hydrothermal treatment time on the morphology of the Hex-Cl/LDH 
nanoparticles. The reaction temperature was 100C. 
 
Figure 3.8 に，水熱処理時間を変化させて得られた各種 Cl/LDH の XRD スペクトル
を示す．これより，各種固体生成物においてLDHおよび塩であるNaClが確認された．
さらに，水熱処理時間 12 h 以上の生成物では，これらのピークに加えて 18付近に不
純物相を示す回折ピークが新たに確認された．結晶性は，水熱処理時間が 
6 h > 24 h > 16 h > 3 h > 12 h >> 0 h 
となるにつれて向上していたが，大きな差は水熱処理時間 0 h とそれ以外のサンプル


















Figure 3.8  Influence of the hydrothermal treatment time on the XRD spectra of the Hex-Cl/LDH 
nanoparticles. 
 
(c) 水熱処理温度が及ぼす塩化物型/LDH ナノ粒子合成への影響 
次に，板状粒子の分散性向上が見られた水熱処理時間 12, 16, 24 h において，水熱処
理温度を変化させて合成を行った．Figure 3.9 に，水熱処理温度を変化させて得られ
た各種 Cl/LDH の TEM 写真を示す．水熱処理温度変化においても，板状粒子形成へ
の影響が主に見られた．まず，水熱処理時間 12 h において 80C で水熱処理した場合




ていた (Fig. 3.9 (a) および (b))．一方，水熱処理時間 16 h および 24 h の場合，200C
および 140C で水熱処理した場合には，100C 処理時と比較して粒径成長が確認され





られた各種 Cl/LDH の XRD スペクトルを示す．なお，200C で水熱処理を行ったサン
プルは，採取量がごくわずかで XRD 測定ができなかったため，100C および 200C，
24 h で得られた生成物の XRD スペクトルは示していない．100C 以外の温度条件で
水熱処理を行ったサンプルは，分散性が低く，通常の遠心分離で洗浄および回収が可
能であったため，Figure 3.10 に示されているように，塩である NaCl の回折ピークは
100C で水熱処理を行ったサンプルにのみ確認された．さらに，それ以外の不純物相
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Figure 3.10  Influence of the hydrothermal treatment temperature on the XRD spectra of the 
Hex-Cl/LDH nanoparticles. 
 






3.4.2 液相法によるフルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成 
(a) 既報合成法によるフルオレセイン/LDH ナノ複合体の合成 
 はじめに，ゲスト分子をフルオレセインナトリウムとし，既報に従って Fluo/LDH
ナノ複合体の合成を行った．Figure 3.11 に，各種 Fluo/LDH ナノ複合体の TEM 写真を
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いてゲスト分子を FITC とした複合体合成の際にロッド状 FITC/LDH が得られている







Figure 3.11  TEM images of (a) the Rod-Fluo/LDH and (b) Hex-Fluo/LDH nanoparticles. 
 
(b) ロッド状粒子の特性解析 
 実験条件を種々変化させて合成したところ，Table 3.3 に示す合成条件において，六
角板状粒子とロッド状粒子が半分ずつ程度含まれる LDH が得られた．Figure 3.12 に，
固体生成物の TEM 写真を示す．これより，既往の研究で報告された粒子と類似した
形状の粒子の合成に成功した．Figure 3.13 に，固体生成物の XRD スペクトルを示す．
これより，本項の実験条件において得られた粒子は，LDH 特有の層状構造を示す倍
角の回折ピークと，18-23付近の副相由来の回折ピークをもつことが明らかとなった．






(Monoclinic) (Gibbsite) pdf No. #07-0324 に一致することが明らかとなった．なお，
Al(OH)3 には異なる結晶系をもつ複数の鉱物が存在しており，実験条件を変化させた
場合に異なる結晶系の Al(OH)3 がロッド状粒子として形成していた．Table 3.4 に合成
条件を，Fig. 3.14 に固体生成物の XRD スペクトルを示す．これより，一部の LDH に
(a) (b) 
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おいて Al(OH)3 (Hexagonal) #77-0114 が副生成物として生成していたことが確認され
た．ロッド状粒子形成に及ぼす各種合成条件の影響については，3.4.2 c)に後述する． 
 






Figure 3.12  TEM images of the rod-like 
Fluo/LDH nanocomposite (a). 
 
Figure 3.13  XRD spectra of the rod-like 
Fluo/LDH nanocomposite (a). 
 
Table 3.4  Synthetic condition of the rod-like Fluo/LDH nanocomposite (b). 
 
 




Figure 3.14  XRD spectra of the rod-like Fluo/LDH nanocomposite (b). 
 
 次に，ロッド状粒子の各種特性解析結果を示す．まず，形状を改めて確かめるため，
SEM および TEM により観察を行った．Figure 3.15 に固体生成物の SEM 写真を，Fig. 
3.16 に TEM 写真を示す．まず，これまでの TEM 写真 (Fig. 3.6, 7, 9, 10, 11 および 12) 
から，ロッド状粒子は板状粒子よりも電子線コントラストが明らかに低く，厚みがあ
ると考えられる．そこで，SEM により固体生成物を観察したところ，ロッド状粒子
は短軸が約 40-50 nm，長軸が 80 nm 前後の柱状粒子であることが確認された (Fig. 
3.15)．さらに粒子形状を観察するため，ロッド状粒子を傾けた状態での TEM 写真撮















Figure 3.16  TEM images of the rod-like particles. An inclination is (a): 0°, (b): 30 ° to the Y direction. 
 
 次に，Cl/LDH および Fluo/LDH において確認されたロッド状粒子および板状粒子に
ついて，TEM-EDS による定量を行った．Table 3.5 に固体生成物の EDS マッピング結
果を，Fig. 3.17 に EDS マッピングを行った対象粒子の TEM 写真を示す．Mg/Al モル
比は，板状粒子において 2.68 (Cl/LDH) および 2.13 (Fluo/LDH) であり，いずれも仕込
み比 (Mg/Al モル比=2) に近い値であった．一方，ロッド状粒子では，Mg/Al モル比




とから，XRD 測定より副相として同定された Al(OH)3 であると考えられる．なお，本
章で合成された固体生成物は LDH 単一相ではなく，副生成物に Al(OH)3 を含むこと
から，原子吸光光度計による組成の厳密な決定は不可能であった．しかしながら，
TEM-EDS による測定結果より，板状粒子 LDH 中に含まれるゲストイオンについて次
のことが予測される．Cl/Al モル比は，板状粒子において 0.8 (Cl/LDH) および 0.36 
(Fluo/LDH) であり，ロッド状粒子において 0.073 (Cl/LDH) および 0.11 (Fluo/LDH) で
(a) (b) 
(a) (b) 
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あった．Cl/LDH において，前述した FT-IR スペクトル測定 (Fig. 3.4) より，LDH 層
間に Cl-と CO3
2-が共存していることが示され，TEM-EDS 測定より板状粒子の Cl/Al
モル比が 0.8 であることから，陰イオン交換容量の 8 割を Cl-が占め，残りを CO3
2-が
満たしていることが予測される．なお Fluo/LDH において，板状粒子の Cl/LDH より











Figure 3.17  TEM images of (a) the Cl/LDH and (b) Fluo/LDH nanocomposites. 
 
(c) ゲスト濃度が及ぼすフルオレセイン/LDH ナノ粒子合成への影響 









角板状粒子の合成法 (合成手順: 水熱処理→イオン交換) におけるゲスト濃度の影響
を検討した．Figure 3.18 に，ゲスト添加量を変化させて合成した Fluo/LDH ナノ複合
体の TEM 写真を示す．ほぼ全ての Fluo 添加濃度において，約 100 nm の六角板状粒
子が主に生成し，一部に約 200 nm の長さをもつロッド状粒子が生成していた．しか
し，添加濃度 750 mol の場合はロッド状粒子形成は確認されず，固体生成物は全て
約 100 nm の板状粒子であった．Figure 3.19 に，ゲスト添加量を変化させて合成した
Fluo/LDH ナノ複合体の XRD スペクトルを示す．Fluo 添加濃度 5.0 mol の場合，粒子
の採取料が少なく，XRD 測定を行うことが出来なかった．XRD 測定結果は TEM に
よる観察結果と一致しており，添加濃度 750 mol の場合で LDH 単相のピークが得ら
れ，そのほかの添加濃度で得られた Fluo/LDH ナノ複合体は，LDH および Al(OH)3 の
回折ピークが確認された．なお，イオン交換前の前駆体 Cl/LDH では，LDH および
Al(OH)3 の他に塩である NaCl の回折ピークも見られたが，Fluo/LDH ナノ複合体では









Fluo: 5.0 mol 
 
Fluo: 25 mol 
 
Fluo: 100 mol 
 
Fluo: 200 mol 
 
Fluo: 400 mol 
 
Fluo: 500 mol 
 
Fluo: 750 mol 
 
Fluo: 1000 mol 











Figure 3.19  Influence of the Fluo concentration on the XRD spectra of the Hex-Fluo/LDH 
nanocomposites. 
 
 次に，ロッド状粒子の合成法 (合成手順: イオン交換→水熱処理) におけるゲスト
濃度の影響を検討した．Figure 3.20 に，ゲスト添加量を変化させて合成した Fluo/LDH
ナノ複合体の TEM 写真を示す．すべての添加濃度において，六角板状粒子の合成法
と比較し，板状粒子の形状が異なっていた．Fluo 添加濃度 100 mol 以下では，100~200 
nm 程度の角が丸くなった板状粒子が形成していたが，添加濃度 200 mol になると，
それらの粒子同士が融合したような形状となり，添加濃度 400 mol 以上では，ほぼ
全ての粒子が不定形となっていた．一方ロッド状粒子についても，六角板状粒子の合
成法で得られたものは約 200 nm の長さをもつ粒子であったが，ロッド状粒子の合成
法で得られたものの長さは 50 nm 以下であった．また，目視で確認した形成量とゲス
ト添加濃度の関係は，添加濃度 100 および 200 mol で最も多く，5.0, 25, 400, 500 mol
では少なく，750, 1000 mol では見られなかった．Figure 3.21 に，ゲスト添加量を変
化させて合成した Fluo/LDH ナノ複合体の XRD スペクトルを示す．Fluo 添加濃度 100 
mol 以下の場合，粒子の採取量が少なく，XRD 測定を行うことが出来なかった．ロ
ッド状粒子の合成法において得られた Fluo/LDH ナノ複合体は，いずれも結晶性が低
く，LDH および Al(OH)3 の回折ピークをもつことがわかった．ふたつの合成法におけ
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る生成物の XRD スペクトルを比較すると (Fig. 3.19 および 3.21)，どちらも Fluo 添加
量が増加するごとに生成物の結晶性が低下していた．一方，ロッド状粒子の合成法に
より得られた生成物は，六角板状粒子の合成法で得られたものと比べ，LDH (板状粒
子) の結晶性は低く，Al(OH)3 (ロッド状粒子) の結晶性は高かった．これより，水熱
処理時に含まれるゲスト分子の量がロッド状粒子形成に影響を与えると考えられる． 
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Figure 3.21  Influence of the Fluo concentration on the XRD spectra of the Rod-Fluo/LDH 
nanocomposites. 
 
(d) ゲスト pH が及ぼすフルオレセイン/LDH ナノ粒子合成への影響 
 Fluo 添加量の増加に伴い LDH 結晶性が低下する理由として，溶液内の pH 変化が
考えられる．第 1 章 1.2.3 より，Mg-Al 系 LDH を均一に沈殿させるには，少なくとも
溶液内の pH を 9.0 以上に保つ必要がある．一方，Fluo 水溶液は，濃度により異なる
ものの，pH は 7.0 前後である．したがって，Fluo 添加量が高くなると，容器内の pH
が変化し，LDH 形成が阻害されることが予測される．そこで，あらかじめ pH を 10
以上に調整した Fluo 水溶液を用い，ロッド状粒子の合成法 (合成手順: イオン交換→
水熱処理) により Fluo/LDH ナノ複合体を合成し，ゲスト pH がロッド状粒子形成に及
ぼす影響について検討した．Table 3.3 に添加した Fluo の pH を，Figure 3.22 に，ゲス
ト pH を変化させて合成した Fluo/LDH ナノ複合体の TEM 写真を示す．これより，Fluo
添加量が 100 mol 以下でロッド状粒子が多く形成し，中でも添加量 25 mol において
ロッド状粒子が最も多く形成していた．Fluo 添加量を増加させるにつれてロッド状粒
子の形成量は減少し，板状粒子も不定形になることが明らかとなった．Figure 3.23 に，
ゲスト pH を変化させて合成した Fluo/LDH ナノ複合体の XRD スペクトルを示す．な
お，ここに示されていないサンプルは採取量が少なく，XRD 測定を行うことが出来
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Fluo: 5.0 mol 
 
Fluo: 25 mol 
 
Fluo: 100 mol 
 
Fluo: 200 mol 
 
Fluo: 400 mol 
 
Fluo: 500 mol 
 
Fluo: 750 mol 
 
Fluo: 1000 mol 










Figure 3.23  Influence of the pH of Fluo on the XRD spectrum of the Rod-Fluo/LDH nanocomposites. 
 
(e) 水熱処理時の回転操作が及ぼすフルオレセイン/LDH ナノ粒子合成への影響 
 一方，水熱処理時に回転式オーブンを用いることで，テフロン内張オートクレーブ
内の濃度勾配が減少し，粒子のナノサイズ化や結晶性の向上，組成の均一化が期待さ
れる．Figure 3.24 に，回転式オーブンの装置写真を示す．本項では，pH 調整済み Fluo
溶液を用いたロッド状粒子 (合成手順: イオン交換→水熱処理) の合成法において，
回転式オーブンを用いて Fluo/LDH ナノ複合体の合成を行った．Table 3.3 に添加した
Fluo の pH を，Fig. 3.25 にゲスト pH を変化させて合成した Fluo/LDH ナノ複合体の
TEM 写真を示す．これより，Fluo 添加量が 100 mol 以下では板状粒子が主に生成し，
一部にロッド状粒子が形成していた．静置式オーブンを用いた場合と比較して，特に
添加量 25 mol におけるロッド状粒子形成量の減少が顕著であった．一方，Fluo 添加









Figure 3.24  Photograph of a revolving oven. 








Fluo: 5.0 mol 
 
Fluo: 25 mol 
 
Fluo: 100 mol 
 
Fluo: 200 mol 
 
Fluo: 400 mol 
 
Fluo: 500 mol 
 
Fluo: 750 mol 
 
Fluo: 1000 mol 
Figure 3.25  Influence of the rotation operation during hydrothermal treatment on the morphology of 
the Rod-Fluo/LDH nanocomposites. 
 









オーブンを用いてロッド状粒子の形成が多く見られた合成条件  (Fluo 添加量 25 




Figure 3.18  Influence of the rotation operation during hydrothermal treatment on the XRD spectrum of 
the Rod-Fluo/LDH nanocomposites. 
 
 以上の結果を統合すると，ロッド状粒子を多く形成するためには，前駆体 Cl/LDH
ナノ粒子を含むスラリーに pH 調整済みの Fluo 溶液を 100 mol 以下添加してイオン
交換を行った後，静置式オーブンを用いて水熱処理を行う必要があると分かった． 
回転式オーブン使用時または Fluo水溶液の pHが未調整時にロッド状粒子の形成が
阻害されることから，ロッド状粒子は，一定量の Fluo を含んだ LDH 粗結晶が結晶成
長する際に形成されることが推測される．Cl/LDH においても一部ロッド状粒子が形
成していたことから，Mg-Al 系 LDH における Mg(OH)2 相への Al の固溶限界が Mg/Al
モル比 = 2 であるため，100C での水熱処理条件において，LDH 粗結晶の結晶成長の
際に Al3+が Al(OH)3 として LDH 外へ溶出しやすいと言える．水熱処理の前に一定量
の Fluo とイオン交換することで，LDH 粗結晶の層間および層表面に Fluo が存在した
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状態となる．LDH 粗結晶の結晶成長の際，一部生成した Al(OH)3 にもこれらの Fluo
が吸着し，Al(OH)3 の c 軸方向への成長を促進すると考えられる．さらに静置式オー
ブンを用いた場合，LDH 粗結晶の結晶成長の際にオートクレーブ内に微小な金属濃
度勾配が生じるため，さらに Al(OH)3 形成が促進されると予測される．Fluo 添加量が
200 mol 以上の場合は，過剰の Fluo が LDH 形成を阻害し，水熱処理の後にイオン交
換を行う合成法 (既報[7]で六角板状 LDH の合成法として記載) では，すでに LDH の
結晶成長が完了しているため，ロッド状粒子が形成されなかったと考えられる． 
 
3.4.3 フルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞輸送 
 最後に，Fluo/LDH ナノ複合体の細胞輸送について検討する．Table 3.3 に，本項で
用いた Fluo/LDH ナノ複合体の合成条件を，Fig. 3.27 に XRD スペクトル，Fig. 3.28 に
TEM 写真，Fig. 3.29 に蛍光顕微鏡写真，Fig. 3.30 に蛍光スペクトルを示す．得られた
Fluo/LDH ナノ複合体は，層状構造をもち，最大蛍光波長 530 nm の緑色発光を示す平
均粒径 100 nm の板状粒子であることが確認された．したがって，Fluo との複合化に
より粒子の沈降性は増加した一方で，粒子の凝集や成長は見られなかった．また，Fig. 
3.30 において，405 nm および 488 nm 励起において蛍光スペクトルが得られたことか





Table 3.5  Synthetic condition of Fluo/LDH nanocomposite. 
 
 









Figure 3.28  TEM image of the Fluo/LDH 
nanocomposites. 
 




Ex: 405 nm 
 
Ex: 488 nm 
Figure 3.30  Fluorescence spectra of the Fluo/LDH nanocomposites. Excitation wavelength at (a):405 
nm and (b): 488 nm. Line color: LDH (black), Fluo (red), Fluo/LDH (blue). 
 
(a) (b) 
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(a) フルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞毒性評価 
 本章で合成された Fluo/LDH ナノ複合体を細胞内プローブとして用いるにあたり，
第 2 章と同様，Cl/LDH ナノ粒子および Fluo/LDH ナノ複合体の細胞毒性をコロニー形
成試験によって検討した．Figure 3.31 に，各サンプル濃度における L929 細胞のコロ
ニー形成率を示す．図中には，比較のために第 2 章で示した Fluo のコロニー形成率
も示している．Cl/LDH ナノ粒子および Fluo/LDH ナノ複合体分散液を添加した場合の
いずれにおいても，コロニー形成率は 100%を超えており，細胞毒性がないことが示
された．コロニー形成率が 100%を超えている理由としては，本章で合成した LDH は





Figure 3.31  Influence of the addition of LDH (◆), Fluo (▲) and Fluo/LDH (■) nanoparticles on the 
colony formation for L929 cell. 
 
(b) 透過電子顕微鏡によるフルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞内粒子局在観察 
 次に，Fluo/LDH ナノ複合体の細胞内局在を検討した．Figure 3.32 に，Fluo/LDH ナ
ノ複合体を添加した L929 細胞 (曝露時間: 10 min) の TEM 写真を示す．これより，曝
露時間 10 min において Fluo/LDH 粒子が小胞エンドソーム中に含まれた状態で細胞内
へ輸送されている様子が観察された．したがって，本章で合成された Fluo/LDH ナノ
複合体も，2 章で記載された各種 LDH 同様にエンドサイトーシスにより細胞内へ輸
送されることが明らかとなった．この小胞を拡大観察したところ，小胞内に含まれる
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粒子は，均一な板状粒子であり，2 章で合成した Fluo/LDH および市販 LDH (アルカ
マック VF) よりも粒径が小さく，均一な粒子を合成できたことが確認された． 
 
  
Figure 3.32  TEM images of the cellular section of L929 treated with the Fluo/LDH nanoparticles. 
Exposure time: 10 min. 
 
続いて，Fluo/LDH ナノ複合体の細胞輸送に及ぼす曝露時間の影響を述べる．Figure 
3.33 に，Fluo/LDH ナノ複合体を添加した L929 細胞 (曝露時間: 30 min) の TEM 写真

















Figure 3.33 TEM images of the cellular sections of L929 treated with the Fluo/LDH nanoparticles. 
Exposure time: 30 min. 
 
Figure 3.34 に，Fluo/LDH ナノ複合体を添加した L929 細胞 (曝露時間: 3 h) の TEM





いることが示された．したがって，Al(OH)3 も LDH 同様にエンドサイトーシスにより
細胞内へ輸送されることが示唆される．Figure 3.35 に，Fluo/LDH ナノ複合体を添加し
た L929 細胞 (曝露時間: 24 h) の TEM 写真を示す．(a) および (b) から，曝露時間 24 













Figure 3.34  TEM images of the cellular section of L929 treated with the Fluo/LDH nanoparticles. 
Exposure time: 3 h. 
 
  
Figure 3.35  TEM images of the cellular sections of L929 treated with the Fluo/LDH nanoparticles. 
Exposure time: 24 h. 
 
(c) 細胞核染色によるフルオレセイン/LDH ナノ複合体の細胞内蛍光局在検討 
 Figure 3.36 および 3.37 に，Fluo/LDH ナノ複合体を添加した L929 細胞の共焦点レー
ザー顕微鏡写真を示す．それぞれ (a): 実体顕微鏡写真，(b): 細胞核染色色素 (Hoescht 
33342) 励起写真，(c): Fluo 励起写真，そして (d) は (a)–(c) の合成写真であり，Fig. 
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Fig. 3.36 (a) より，細胞内外で Fluo/LDH ナノ複合体と思われる黒色粒子が確認できる．
Fig. 3.36 (c) より，これらの粒子は，細胞内外において緑色発光を呈していた．これ
より， Fluo/LDH ナノ複合体粒子が細胞内に輸送されたことが確認され，前項の TEM
による観察結果とも一致している． 
一方，曝露時間 1 h において，細胞内に 2 種類の異なる緑色発光が観察された．Figure 
3.37 (a) より，細胞内に Fluo/LDH ナノ複合体と思われる黒色粒子が確認できる．Figure 
3.37 (c) より，細胞内に，局所的な強い緑色発光と，細胞全体に広がった弱い緑色発







輸送されるのは Fluo/LDH 粒子のみであると言える．3.4.3 (b)で述べた結果より，
Fluo/LDH 粒子は，エンドソームと呼ばれる小胞に含まれた状態で細胞内へ輸送され
た後，細胞質へ放出されると考えられる．そして本項で観察された結果は，細胞質へ
放出された Fluo/LDH 粒子が，さらにゲストである Fluo アニオンを細胞内へ放出する
ことを示唆する．その際，細胞質において Fluo/LDH ナノ複合体の粒子が観察されな
かったことから，Fluo アニオンを放出する際，もしくは放出後に，LDH 粒子は溶解
または排出されている可能性が考えられる．また，Fig. 3.37 (c) で細胞全体に見られ
た緑色発光と Fig. 3.37 (c) に見られた細胞核染色由来の青色発光が共局在化している
ことから，Fluo アニオンが細胞核へ輸送されていることも示唆された． 
  




Optical, 30 min 
 
Hoechst, 30 min 
 
Fluo, 30 min 
 
Merged, 30 min 
Figure 3.36  Confocal images of the L929 cell after 30 min of incubation with the Fluo/LDH 










Optical, 1 h 
 
Hoechst, 1 h 
 
Fluo, 1 h 
 
Merged, 1 h 
Figure 3.37  Confocal images of the L929 cell after 1 h of incubation with the Fluo/LDH dispersion. 






 共沈法および水熱法を組み合わせた液相法により得られた Cl/LDH ナノ粒子は，




 Cl/LDH を前駆体としてイオン交換法および水熱法により得られた Fluo/LDH ナノ
複合体は，層状構造をもつ板状粒子であり，緑色発光および低い細胞毒性を示し
た． 
 本章で得られた LDH 中に見られたロッド状粒子は，Al(OH)3 (Gibbsite) であるこ
(a) (b) 
(c) (d) 





 TEM 観察により，Fluo/LDH ナノ複合体がエンドサイトーシスと呼ばれる細胞輸
送機構により細胞内へ輸送されることが確認された． 
 共焦点レーザー顕微鏡観察から，細胞内に取り込まれた Fluo/LDH ナノ複合体は，
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合成と細胞内プローブとしての応用検討である．特に，第 2 章および 3 章で観察され
た 
(1) フルオレセイン/LDH粒子の細胞質由来の小胞 (エンドソーム) から細胞質への
脱出 
(2) フルオレセイン (ゲスト) アニオンの細胞全体での非局在化 
および， 
(3) (2)より示唆される，細胞内での LDH 粒子からのゲストアニオンの放出 
以上 3 点の挙動を解明対象とする． 
 
4.1.1 目的とする蛍光特性 
 はじめに， L929 細胞が LDH 粒子を取り込む機構であるエンドサイトーシスにつ
いての詳細を述べ，上述した 3 つの挙動の原因を考察する． 










ームが 6.0，後期エンドソームが 5.0，リソソームが 5.0 以下とされる[1]． 
 






る．この予測から，上記 (3) で示した LDH からのゲストリリース挙動が起きると推
測し，エンドソーム内での pH 変化および LDH 溶解を本章での可視化の目的挙動とし
た． 










4.1.2 有機蛍光色素の pH 応答性 
一般に，有機蛍光色素は pH に依存した発光特性をもち，例えば 2 章および 3 章で
 
Figure 4.1  Schematic illustration of the endocytic pathway. 
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ゲスト分子として用いたフルオレセインも pH 応用性をもっている．Figure 4.2 に，フ
ルオレセインの吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルの pH応答を示す[2]．これより，
フルオレセインはアルカリ溶液中で強い吸収および発光を示すことが分かる[3][4]．
Figure 4.3 に，各 pH におけるフルオレセイン化学種の存在比およびフルオレセインの
酸塩基平衡を示す[5]．フルオレセインは，発光団であるキサンテン部位が平面上で共
役することで蛍光性を示しており，中性分子，カチオン性分子，モノアニオン性分子











Figure 4.2  The pH-dependent spectra of fluorescein: A) absorption spectra, B) emission spectra
[2]
. 
Copyright © 2014 Life Technologies Corporation. Used under permission. 
 
  




Figure 4.3  Fractions of the Fluo ions in aqueous solutions at various pHs. Acid dissociation constant of 
Fluo: pKa1 = 1.95, pKa2 = 5.05, pKa3 = 7.00. 
 
 




Pyranine のような 2 波長励起 1 波長蛍光と，SNARF のような 1 波長励起 2 波長蛍光が
存在する．前者は，測定時に励起光側フィルターを逐次切り替えなければいけないが，
後者はその必要がなく簡便な測定が可能である． 




8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS，以下，Pyranine と表記) は，フルオレセ
イン誘導体のひとつである．Figure 4.5 に Pyranine の構造式，Fig. 4.6 に吸収スペクト
ルおよび蛍光スペクトルを示す．Figure 4.6 に示すように，Pyranine は 405, 415, 455 nm
の三波長に吸収をもち，吸光度が pH に依存して変化する．455 nm における吸収は，
Pyranine のフェノラート型の吸収であり，pH の上昇とともに吸収も増加する．一方，
415 nm の吸収は，すべての Pyranine (フェノラート型およびフェノール型) の吸収で
あり，pH に関係なく一定の吸収を示す．したがって，455 nm 励起における 510 nm
の発光強度に対する 415 nm 励起における 510 nm の発光強度の比から全 Pyranine 中の
フェノラート型の割合が示され，下記の式から pH を算出することができる[6][7]． 
 





R: 455 nm および 415 nm 励起における 510 nm の発光強度の比 (F455/ F415) 
pKa: 蛍光プローブの酸解離定数 
Ra: フェノラート型 Pyranine の蛍光強度比 
Rb: フェノール型 Pyranine の蛍光強度比 
 
なお，pKa, Ra, Rb は，F455/ F415 と pH をプロットすることで作成したキャリブレー
ションカーブおよび下記の式から得ることができる． 
 
𝑅 = 𝑅𝑎 +
𝑅𝑏 − 𝑅𝑎
1 + exp [(𝑝𝐾𝑎 − 𝑝𝐻) × ln 10]
 
 
例として，0.15~2.55 µM の Pyranine において，pKa = 7.24 ± 0.02, Ra = 0.01 ± 0.02, Rb 
= 2.62 ±0.02 という値が報告されている[7]． 
 







Figure 4.6  The pH-dependent spectra of Pyranine: (a) absorption spectra, (b) emission spectra
[6]
. 
Reprinted from O. S. Wolfbeis, et al. (1983), with kind permission from Springer Science and Business 
Media. 
 
 このように，Pyranine は 415 nm に等吸収点をもち，これを基準点として扱うこと
ができるため，フルオレセインなどの一般的な蛍光色素と異なり，pH 算出において
発光団の量や小胞のサイズを制御する必要がないことが利点である[8]．また，Pyranine
の pKa は 7.3 であり，細胞毒性も低いため，生物学的な応用に適している．さらに，




したがって，pH インジケーターとして応用可能な他の蛍光色素  (Fluorescein, 
Carboxyfluorescein, 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and 6)-carboxyfluorescein (BCECF), 
Carboxynaphthofluorescein, Seminaphthorhodafluors (SNARF), Seminaphthofluoresceins 
 
Figure 4.5  Chemical structure of Pyranine. 
(a) (b) 
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(SNAFL), Oregon Green など) と比較した場合において，Pyranine の大きなアドバンテ
ージと言える． 





ている[18]．一方，Pyranine と LDH の複合体についての報告例も少なく，Zn-Al 系 LDH
との複合化によるフィルム状 Pyranine/LDH が合成されているのみである[19][20]． 
 
4.1.4 SNARF®について 
Carboxyseminaphthorhodafluor-1 (carboxy SNARF-1, 以下，SNARF と表記) は 1 波長
励起 2 波長蛍光に分類される pH 応答性色素のひとつであり，周辺溶液の pH が酸性
からアルカリ性に変化するにつれて橙黄色から深紅への色調変化が見られる[21]．
Figure 4.7 に SNARF の構造式，Fig. 4.8 に吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを示
す[25]．SNARFは 488~530 nm の励起光によって 580 nm と 640 nm の二つの発光を示し，
これらの強度比をとることで pH が算出できる．フルオレセインや Pyranine は，pH に
より変化する分子構造のうちひとつが高い量子収率をもつため 1波長蛍光を示すのに
対し，SNARF の場合は，フェノラート型およびフェノール型のいずれの構造も蛍光
性をもつため，Fig. 4.8 (b) に示したような二波長蛍光を示す．Figure 4.9 に，酸性お
よび塩基性条件下における SNARF の構造変化を示す．アルカリ性で生成するフェノ





Figure 4.7  Chemical structure of SNARF
®
. 




Figure 4.8  The pH-dependent spectra of SNARF
®
: (a) absorption spectra, (b) emission spectra
[25]
. 
Copyright © 2014 Life Technologies Corporation. Used under permission. 
 
 
Figure 4.9  The pH dependent equilibrium of SNARF
®
 above pH 5. 
 
4.1.5 希土類含有 LDH について 
 希土類元素ドープ材料は，ここ数十年に大きな関心を集めている[26]．中でも 3 価の







 Eu3+と LDH の複合化についても，すでにいくつかの報告がなされている．例えば，
EDTA などの配位子と Eu の錯体をゲスト分子として，層間へインターカレートした
例が報告されている[35]．また，Eu 錯体を LDH 基本層表面の水酸基へグラフトするこ
とで，目視で強い緑色発光を示す複合体が合成されている[39]．一方，Eu3+を LDH 基
(a) (b) 
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希土類の発光は LDH 粒子の発光のみを示す．さらに，希土類が LDH 外へ放出される




4.1.6 固相法による LDH の合成について 
 LDH の合成は，最も一般的な共沈法の他にも，ゾルゲル法，水熱法，均一沈殿法
などの様々な合成法が検討されている[1][45]．近年，固相法と水熱法を組み合わせるこ
とで，均一な高分散性 LDH 微粒子の合成が報告された[52][53]．固相法による LDH の
合成は，1987 年に固体リチウムと水酸化アルミニウムを原料としたハイドロタルサイ




年に Zhang らは，固相法により得られた LDH を 80C，12 h の条件において水熱処理
することにより，凝集体を形成しにくい LDH 微粒子の合成に成功した[53]． 
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○ LDH 金属成分，pH 調整用試薬 
・塩化マグネシウム六水和物 MgCl2･6H2O  関東化学(株)製特級 
・塩化アルミニウム六水和物 AlCl3･6H2O  和光純薬工業(株)製特級 




 C16H7Na3O10S3  M.W. = 524.4  東京化成工業(株)製 
・5-(and-6)-carboxy SNARF®-1 (SNARF) 
C27H19NO6  M.W. = 453.5  ライフテクノロジーズ(株)製 
 
○ 吸着実験用試薬 
・合成ハイドロタルサイト (アルカマック VF) 
Mg0.75Al0.25(OH)2(CO3)0.16・0.56H2O   協和化学工業(株)製 
 
○細胞輸送実験用試薬 
 3 章 (3.3.1) に記した試薬と同じものを用いた． 
 
4.2.2 実験方法 
(a) 液相法によるピラニン/LDH ナノ複合体の合成実験 
Scheme 4.1 に，実験フローチャートを示す．0.15 M の NaOH 水溶液 80 mL を 200 mL
ビーカーに入れ，窒素雰囲気下に保持する．0.4 M の MgCl2 水溶液 10 mL と 0.2 M の
AlCl3水溶液 10 mLを含む混合金属塩溶液 (Mg : Alモル比 = 2 : 1) を 10 s以内に滴下
し，室温で 10 min かき混ぜ熟成を行う．熟成後，遠心分離により固液分離を行い，
蒸留水で洗浄する．生成した Cl/LDH 粗沈殿を蒸留水 80 mL に分散させた後，テフロ
ン内筒型オートクレーブ 100 mL に固体生成物を移し，100C，16 h の条件において
静置式オーブンを用いて水熱処理する．水熱処理終了後，生成した Cl/LDH ナノ粒子
を含むスラリーを 200 mL ビーカーに移し，窒素雰囲気下に保持する．そこに，pH 調
整済み 2.5mM の Pyranine 水溶液 (pH 11.85) 2.4mL を滴下し，1 h イオン交換反応を行
う．反応終了後，遠心分離により固液分離を行い，蒸留水で洗浄，24 h 真空乾燥し，
固体生成物 Pyranine/LDH を得た． 








(b) 液相法による SNARF-LDH 複合体の合成実験 
Scheme 4.2 に，実験フローチャートを示す．Table 4.1 に示した条件で pH 調整を行
った 20 µM の SNARF 水溶液 25 mL にアルカマック VF 0.5 g を添加し，24 h かき混ぜ
を行う．かき混ぜ終了後，遠心分離により固液分離を行い，蒸留水で洗浄，24 h 真空
乾燥し，固体生成物 SNARF-LDH を得た． 
  





Scheme 4.2  Flow sheet of the synthesis of 
SNARF-LDH. 
Table 4.1  pH of SNARF solution in 




(c) ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞輸送実験 
c-1) コロニー形成試験 
 2 章 (2.3.3 (a))で示した方法と同じである． 
 
c-2) ピラニンおよびピラニン/LDH 細胞輸送実験 
1) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を，PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，




ナノ複合体を 100 g/mL 含む培地を用いて培地交換を行い，37C， 5% CO2 の条件で
6 h 曝露する． 
 
3) 細胞核染色 
曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，Hoechst を 2 g/mL 含む培地
を添加し，37C，5% CO2 の条件で 30 min 培養し，細胞核染色を行う． 
 




 染色終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH または Hoechst な
どのサンプルを含まない，通常の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザ
ー顕微鏡 (励起波長: 405 nm (Hoechst) および 488 nm (Pyranine)) を用いて細胞の発光
の様子を観察する．Scheme 4.3 に，実験フローチャートを示す． 
 
 




 固体生成物の結晶性および層間距離は，卓上 X 線回折装置 (ブルカーエイエックス
エス(株)社製 D2 PHASER，以下，XRD と表記) により得られた X 線回折図から評価
を行った．(測定条件: 対陰極 Cu，Ni フィルター，遮光板 1 mm，拡散スリット 0.6 mm，
管電圧 30 kV，管電流 10 mA，測定範囲 2~70°) 
 
2) 官能基の評価 
 固体生成物の官能基は，フーリエ変換赤外分光光度計 (日本分光(株)製 FTIR4200 型，
以下，FT-IR と表記) により得られた FT-IR 吸収スペクトル図から評価を行った．(測
定法: KBr 錠剤法，測定条件: 積算回数 16 回，分解能 4 cm-1，測定範囲 400~4600 cm-1) 
 




 固体生成物粒子の発光特性は，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波長: 488 nm) を用いて
観察した．さらに，KBr プレート (ジャスコエンジニアリング(株)製 顕微赤外用 KBr
プレート) を用いて測定用試料を作製し，分光蛍光光度計 (日本分光(株)製 FP-8500
型) により得られた蛍光スペクトルから評価を行った．(測定法: KBr プレート法，測
定条件: 励起側バンド幅 5 nm，蛍光側バンド幅 5 nm，レスポンス 0.1 sec，測定範囲 
350~750 nm，データ取込間隔 1 nm，走査速度 100 nm/min，フィルター: シャープカ




ッド (日本電子(株)製 Cu200) に滴下，乾燥させた後，透過型電子顕微鏡 (日本電子(株)




 Pyranine および Pyranine/LDH ナノ複合体の細胞輸送観察実験において，共焦点レー
ザー顕微鏡 ((株) Nikon 製 C2 si) を用い，細胞内の Pyranine 発光の様子を観察した． 
 
4.3 結果および考察 
4.3.1 液相法によるピラニン/LDH ナノ複合体の合成 
 Figure 4.10 に，水熱法により得られた Pyranine/LDH ナノ複合体の XRD スペクトル
を示す．これより，LDH 特有の層状構造を示す倍角の回折パターンが得られ，底面
面間隔値 (d003) は 0.76 nm であった．また，副生成物として Al(OH)3 の生成が確認さ
れた．Figure 4.11 に，Pyranine/LDH ナノ複合体の FT-IR スペクトルを示す．これより，
3200–3700 cm-1のブロードなピークは LDH 基本層および層間水の O-H 基に，1370 cm-1
のピークは層間の CO3
2-に，700 cm-1 以下の格子振動バンドは M–O および O–M–O 基 
(M = Mg または Al) に帰属される[61]．また，Pyranine 由来の吸収として，芳香族 C-S
伸縮振動由来の吸収を 1050 cm-1 に確認した[65]． 
 




Figure 4.10  XRD spectrum of the 
Pyranine/LDH nanocomposite. 
 
Figure 4.11  FT-IR spectra of (a) Pyranine, (b) 
Pyranine/LDH nanocomposites and (c) commercial LDH. 
 
 Figure 4.12 に Pyranine/LDH ナノ複合体の蛍光顕微鏡写真を，Fig. 4.13 に蛍光スペク
トルを示す．Figure 4.12 より，G 励起光下で生成物の強い緑色発光を目視で確認した．
Figure 4.13 より， 405 nm および 488 nm の励起光を照射することにより，Pyranine/LDH
ナノ複合体は最大波長 510 nm とする緑色発光を示した．これは Pyranine の最大励起
波長と一致しており，したがって LDH ナノ粒子との複合化によるスペクトルシフト
は見られなかった．なお，Pyranine 単体の粉末では，蛍光強度は Pyranine/LDH ナノ複
合体の 6 分の 1 以下であった．これは，色素同士の会合や自己消光による蛍光消失が
原因であると考えられ，Pyranine が LDH 層間および層表面に吸着することでこれら
が緩和され，蛍光強度の増加につながったと考えられる．以上の結果から，Pyranine












Ex: 405 nm 
 
Ex: 488 nm 
Figure 4.13  Fluorescence spectra of LDH and Pyranine/LDH nanocomposite. Excitation wavelength: 
(a) 405 nm, (b) 488 nm lights. Line color: LDH (black), Fluo (red), Pyranine/LDH (blue). 
 
 Figure 4.14 に，Pyranine/LDH ナノ複合体の TEM 写真を示す．これより，複合体は
約 100 nm の均一な六角板状粒子であることが示された． 
 
 




4.3.2 液相法による SNARF-LDH 複合体の合成 
 Figure 4.14に各種SNARF-LDHのXRDスペクトル，Fig. 4.15にSNARF吸着実験 (pH 
9) 前後のアルカマック VF の FT-IR スペクトルを示す．これより，SNARF との複合
化による LDH 結晶構造および吸収スペクトルへの変化は見られなかった．Figure 
4.14 より，底面面間隔値の値も変化していない (d003 =0.78 nm) ことから，SNARF
は LDH の層間ではなく基本層の表面に微量吸着していると考えられる．これは，ア











Figure 4.14  XRD spectra of SNARF-LDH. 
 
Figure 4.15  FT-IR spectra of SNARF-LDH (pH: 
9) (a) before and (b) after adsorption of SNARF. 
 
 Figure 4.16 に，各種 SNARF-LDH の蛍光スペクトルを示す．これより，すべてのサ
ンプルにおいて長波長側の蛍光強度が高い結果となった．これは，合成 pH によらず，
モノアニオンであるフェノール型よりもジアニオンであるフェノール型の方が正に
帯電したアルカマック VF 基本層への吸着量が多いためと考えられる． 
 
 
Ex: 405 nm 
 
Ex: 488 nm 
Figure 4.16  Fluorescence spectra of SNARF-LDH. Excitation wavelength: (a) 405 nm, (b) 488 nm. 
Line color: LDH before reaction (black), SNARF-LDH (pH 6) (red), SNARF-LDH (pH 7) (blue), 
SNARF-LDH (pH 9) (magenta). 
(a) (b) 
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Figure 4.17 に，オートクレーブ滅菌前後の SNARF-LDH (合成 pH = 9) の蛍光スペク
トルを示す．細胞に添加するサンプルは，培養細胞のコンタミを防ぐため，120C, 20 
min の条件下でオートクレーブ滅菌を行いサンプルに付着している微生物を殺滅する
必要がある．しかしながら，Fig. 4.17 より，SNARF/LDH を滅菌することで，スペク
トルシフトが起き，一波長蛍光へ変化することが明らかとなった．また，滅菌後の
SNARF/LDH を細胞に添加して共焦点顕微鏡で観察したところ，発光強度が低く，目




Ex: 405 nm 
 
Ex: 488 nm 
Figure 4.17  Influence of the autoclave sterilization on the fluorescence spectrum. Excitation 
wavelength: (a) 405 nm, (b) 488 nm. Line color: LDH before reaction (black), SNARF-LDH (before 
sterilization) (red), SNARF-LDH (after sterilization) (blue). 
 
4.3.3 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞内蛍光プローブとしての応用 
 本章で合成された Pyranine/LDH ナノ複合体を細胞内プローブとして用いるにあた
り，2 章および 3 章と同様，Pyranine および Pyranine/LDH ナノ複合体の細胞毒性をコ
ロニー形成試験によって検討した．Figure 4.18 に，各サンプル濃度における L929 細
胞のコロニー形成率を示す．これより，Pyranine はすべての濃度において 80%以上の
コロニー形成率を示し，第 2 章 2.4.2 で示したフルオレセインと比較しても大差は見
られなかった．一方，Pyranine/LDH ナノ複合体は，Pyranine 単体よりも高い細胞毒性
を示した．サンプル添加濃度 10 g/mL 以下における Pyranine/LDH ナノ複合体のコロ
ニー形成率は Pyranine とほぼ同じであり，平均値は 89.1%であった．しかし，サンプ
ル添加濃度 50 g/mL においてコロニー形成率 74.8%，100 g/mL において 52.7%と大
(a) (b) 
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きく減少した．第 3 章 3.4.3 (a) に示した結果から，Cl/LDH ナノ粒子が高いコロニー
形成率を示していることから，Pyranine/LDH ナノ複合体のコロニー形成率の低下は
LDH ナノ粒子ではなく Pyranine に起因するものと考えられる．細胞培養用培地中で









ナノ複合体と同様，100 g/mL とした． 
 
 
Figure 4.18  Influence of addition of the Pyranine (◆) and Pyranine/LDH (■) nanocomposite on the 
colony formation for the L929 cell. 
 
 Figure 4.19 および 4.20 に，Pyranine または Pyranine/LDH ナノ複合体を添加した L929
















Figure 4.19  Confocal images of the L929 cell after 6 h of incubation with the Pyranine solution. (a): 
















Figure 4.20  Confocal images of the L929 cell after 6 h of incubation with the Pyranine/LDH 




 pH 応答性色素である Pyranine および SNARF をゲスト分子とした，細胞内蛍光プロ
ーブ Pyranine/LDH および SNARF-LDH 複合体の合成および細胞輸送について検討を
行った結果，以下の知見を得た．  
 
 液相法により得られた Pyranine/LDH ナノ複合体は，層状構造をもつ板状粒子であ
り，強い緑色発光 (最大蛍光波長 510 nm) を示した． 
 Pyranine/LDH ナノ複合体は Fluo/LDH ナノ複合体よりも高い毒性を示し，添加濃
度 100 g/mL においてコロニー形成率 52.7%であった． 
 蛍光顕微鏡観察により，LDH と複合化することで Pyranine アニオンの L929 細胞
への細胞輸送が促進された． 
 市販 LDHであるアルカマックVFへの表面吸着により得られた SNARF-LDH複合
(a) (b) 
(c) (d) 
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体は，すべての合成 pH (6, 7, 9) においてアルカリ溶液中の SNARF の蛍光特性を
示した． 
 オートクレーブ滅菌処理により，SNARF の蛍光特性が変化し，SNARF-LDH の
pH インジケーターとしての応用が困難であることが確認された． 
 
4.5 希土類元素含有 LDH の合成と可視化プローブへの応用 
4.5.1 実験試薬 
○ LDH 金属成分，pH 調整用試薬 
・塩化マグネシウム六水和物 MgCl2･6H2O  関東化学(株)製特級 
・塩化アルミニウム六水和物 AlCl3･6H2O  和光純薬工業(株)製特級 
・塩化ユウロピウム六水和物 EuCl3･6H2O F.W.=366.4 
       関東化学(株)製 
・水酸化ナトリウム  NaOH    関東化学(株)製特級 
 
4.5.2 実験方法 
(a) 液相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成実験 
Scheme 4.4 に，実験フローチャートを示す．100 mL のテフロン内筒に 0.15 M の
NaOH 水溶液 40 mL を入れ，さらに Table 4.2 に示す仕込み量の MgCl2 - AlCl3 - EuCl3
混合金属塩溶液 10 mL を加える．オートクレーブ内に密封し，100C，16 h の条件に
おいて静置式オーブンを用いて水熱処理する．反応終了後，遠心分離により固液分離
を行い，蒸留水で洗浄，24 h 真空乾燥し，固体生成物を得た． 
 
 
Scheme 4.4  Flow sheet of the synthesis of Eu-doped LDH by liquid phase method. 
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Table 4.2  Amount of the metal chloride for the synthesis of Eu-doped LDH by liquid phase method. 
 
 
(b) 固相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成実験 
 Scheme 4.5 に，実験フローチャートを示す．はじめに，粒状の NaOH 2.0 g を量り取
り，めのう乳鉢で軽くつぶす．そこに，Table 4.3 に示す仕込み量の MgCl2･6H2O, AlCl3･
6H2O，EuCl3･6H2Oを粉末で加え，ペースト状になるまで 15 min手動で擦り合わせる．
擦り合わせ後，遠心分離により固液分離を行い，蒸留水で洗浄する．生成した LDH









Scheme 4.5  Flow sheet of the synthesis of Eu-doped LDH by solid phase method. 
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 固体生成物の結晶性および層間距離は，卓上 X 線回折装置 (ブルカーエイエックス
エス(株)社製 D2 PHASER，以下，XRD と表記) により得られた X 線回折図から評価
を行った．(測定条件: 対陰極 Cu，Ni フィルター，遮光板 1 mm，拡散スリット 0.6 mm，




 固体生成物中の金属イオンは，オスミウムコーター (フィルジェン(株)製 OPC40 型) 
を用いて試料にオスミウムを蒸着させた後，走査型電子顕微鏡  (日本電子(株)製 
JSM-7001F 型，以下，SEM と表記) およびエネルギー分散型 X 線分析装置 (オックス




 固体生成物の官能基は，フーリエ変換赤外分光光度計 (日本分光(株)製 FTIR4200 型，
以下，FT-IR と表記) により得られた FT-IR 吸収スペクトル図から評価を行った．(測




ッド (日本電子(株)製 Cu200) に滴下，乾燥させた後，透過型電子顕微鏡 (日本電子(株)




 固体生成物粒子の発光特性は，KBr プレート (ジャスコエンジニアリング(株)製 顕
微赤外用 KBr プレート) を用いて測定用試料を作製し，分光蛍光光度計 (日本分光
(株)製 FP-8500 型) により得られた蛍光スペクトルから評価を行った．(測定法: KBr
プレート法，測定条件: 励起側バンド幅 5 nm，蛍光側バンド幅 5 nm，レスポンス 0.1 
sec，測定範囲 350~750 nm，データ取込間隔 1 nm，走査速度 100 nm/min) 
 
4.6 結果および考察 
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4.6.1 液相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成 
 Figure 4.21 に M2+/M3+仕込みモル比=2，Fig. 4.22 に M2+/M3+仕込みモル比=3 で合成
した各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の XRD スペクトルを示す．これより，すべてのサ
ンプルにおいて LDH 特有の層状構造を示す倍角の回折パターンが確認された．この
回折ピークは，Eu 仕込み量が増加するに伴って結晶性が低下し，ブロードになった．
また M2+/M3+仕込みモル比=2 では，副生成物として Al(OH)3 および Eu(OH)3 の生成が
確認された．これらの結果は，LDH 基本層の八面体構造中の Al3+ (r = 0.0535 nm) の
一部が，よりイオン半径の大きい Eu3+ (r = 0.0947 nm) に置換されたことにより起きた









 molar ratio= 2). 
 








 molar ratio= 3). 
 
Figure 4.23 に M2+/M3+仕込みモル比=2，Fig. 4.24 に M2+/M3+仕込みモル比=3 で合成
した各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の SEM 写真，EDS マッピング図および元素分析ピ








3+仕込みモル比=3，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比= 0.33 において，XRD より単相
LDH の合成が確認され，EDS マッピングより Eu の均一分散が確認されたことから，
LDH 基本層中の Mg2+と Eu3+が置換していることが確認された．一方，組成は仕込み
モル比と一致せず，不均一な生成物であることが示唆された．Table 4.4 より，
Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.05 以下では，M2+/M3+モル比はすべて 2 に近い値となって
いた．したがって，液相法により合成された Eu3+ドープ Mg-Al 系 LDH では，M2+/M3+
仕込みモル比によらずM2+/M3+モル比=2となりやすい傾向があると予測される．一方，
Eu/(Al+Eu) モル比は，仕込みモル比= 0.02 の場合に仕込みモル比と生成物モル比が一
致していた．これより，Eu/(Al+Eu) モル比=0.02 が Mg-Al 系 LDH 基本層への固溶限
界である可能性が考えられる． 
 

















 molar ratio of 2 and Eu/(Al+Eu) 





















 molar ratio of 3 and Eu/(Al+Eu) 
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Table 4.4  Elemental analysis of Eu-doped LDH. 
 
 
Figure 4.24 に，M2+/M3+仕込みモル比=3 で合成した各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の
FT-IR スペクトルを示す．すべてのサンプルにおいて，3200–3700 cm-1 のブロードな
ピークは LDH 基本層および層間水の O-H 基に，700 cm-1 以下の格子振動バンドは M–
O および O–M–O 基 (M = Mg, Al または Eu) に帰属される[61]．また，アルカマック
VFにおいて見られる3020 cm-1のブロードなピークおよび1370 cm-1のピーク (いずれ
も CO3
2-に関連) がほとんど見られないことから，LDH 層間に存在するおもなゲスト
アニオンは Cl-または OH-であると考えられる．しかしながら，Eu/(Al+Eu) 仕込みモ




-1 のピークの消失，1400 および 1500 cm-1 のピークの発現が見られた．1350cm-1
の吸収ピークの消失および 1400 cm-1 の吸収ピークの発現は，Eu3+固溶による基本層の
格子の歪みが原因となり，CO3
2-の対称性が低下したことを示す[66]．また，Tb3+を固溶
した Mg-Al 系 LDH において，Tb3+と層間アニオンとの対象伸縮振動が 1490 cm-1 に発












 molar ratio= 3) with various Eu contents.  
 
 Figure 4.25 に M2+/M3+仕込みモル比=2，Fig. 4.26 に M2+/M3+仕込みモル比=3 で合成
した各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の TEM 写真を示す．Eu/(Al+Eu) = 0 では，M2+/M3+
仕込みモル比 2 および 3 のいずれにおいても約 50 nm の板状粒子が生成していた．し
かしながら均一性は低く，Eu 仕込み量が増加するごとに板状粒子よりも電子線コン
トラストが低い不定形粒子の割合が増加し，粒子の凝集も増していった．これより，
Table 4.4 に示した EDS により算出された組成が仕込み比と異なっていたのは，Eu3+
を含む化合物が凝集し，不均一な構造をつくることが原因であることが考えられる． 
  




Eu/(Al+Eu) = 0  
 
Eu/(Al+Eu) = 0.02 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.05 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.33 







Eu/(Al+Eu) = 0 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.02 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.05 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.33 
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 Figure 4.27 に各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の励起スペクトル，Fig. 4.28 に蛍光スペ
クトルを示す．まず Fig. 4.27 より，610 nm 発光における常温での励起スペクトルで
は，すべてのサンプルで 394 nm に Eu3+ の f-f 遷移を示すピークが得られた．次に Fig. 
4.28 より，394 nm 励起における Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の発光スペクトルから，す
べてのサンプルにおいて Eu3+ に由来する 5 種類の発光ピークが得られた．観察され



















 molar ratio of (a): 2, (b): 3 and 
Eu/(Al+Eu) molar ration of 0 (black), 0.02 (red), 0.05 (blue) and 0.33 (green). 
 
  




 molar ratio of (a): 2, (b): 3 
and Eu/(Al+Eu) molar ration of 0 (black), 0.02 (red), 0.05 (blue) and 0.33 (green). 
(b) (c) 
(b) (a) 
第 4 章 可視化プローブ LDH の合成と細胞輸送 
140 
 
4.6.2 固相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成 
液相法による合成では，高分散性 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH を得ることは出来なか
った．そこで次に，固相法により Eu ドープ Mg-Al 系 LDH を合成し，得られた試料
の各種特性解析を行った．液相法により得られた結果から，M2+/M3+仕込みモル比を 3
とし，Eu 添加量を Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比を 0 から 0.5 まで変化させた． 
Figure 4.29 に，固相法により合成した各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の XRD スペク
トルを示す．これより，すべてのサンプルにおいて LDH 特有の層状構造を示す倍角
の回折パターンが確認され，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0. 20 以上で結晶性の低下が見
られた．(003) 面の回折ピーク付近を拡大すると，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0 ~ 0.020
では，Eu 添加量の増加に伴い(003) 面の回折ピークが低角度側にシフトしている．こ
れは，前項でも述べたとおり，LDH 基本層の Al3+ (r = 0.0535 nm) の一部が Eu3+ (r = 
0.0947 nm) に置換されたためと考えられる．その後，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.025 
~ 0.030 では，結晶性の増加とともに回折ピークは高角側にシフトしている．一方，副
生成物であるEu(OH)3に由来する回折ピークが Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.03以上に
おいて発現していた．特に，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.40 ~ 0.50 において，LDH よ
りも Eu(OH)3 の回折ピーク強度が強いことから，大過剰量の Eu が系内に存在する場
合，LDH 基本層への固溶よりも Eu(OH)3 の生成が優先されることが予測される． 
  




Figure 4.29  XRD spectra of Eu-doped LDH samples with various Eu contents. 
 
Table 4.5 に各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の格子定数を，Fig. 4.30 に格子定数と Eu
添加量のプロットを示す．格子定数 a および c のいずれにおいても，Eu/(Al+Eu) 仕
込みモル比=0 ~ 0.020 では単調増加し，0.025 ~ 0.030 で一旦減少した後，その後単調
増加し，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.50 において急激に数値が変動した．XRD スペク
トルの結果と合わせて考えると，これらの結果は，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.03 に
おいて過剰の Eu3+が Eu(OH)3 を形成し，それに伴って LDH 基本層中への Eu
3+固溶量
が減少したために起きたと考えられる．したがって，固相法により合成した Eu ドー
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Lattice parameter: a 
 
 
Lattice parameter: a 
 
Lattice parameter: c 
 
Lattice parameter: c 
Figure 4.30  Influence of the amount of Eu on the lattice parameter ((a) and (b): a, (c) and (d): c). 
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ル比通りとなっていた．したがって， Eu/(Al+Eu) モル比 = 0.02 の LDH において，
XRD および TEM から Eu(OH)3 形成が確認されなかったこととあわせて考えると，仕
込んだ全量の Eu3+イオンが LDH 基本層へ固溶していると考えられる． 
 
Table 4.6  Elemental analysis of Eu-doped LDH. 
 
 
 Figure 4.31 に，各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の FT-IR スペクトルを示す．図中には，
液相法による合成時と同程度のEu/(Al+Eu) 仕込みモル比であるLDHの測定結果を記
載している．すべてのサンプルにおいて，3200–3700 cm-1 のブロードなピークは LDH
基本層および層間水の O-H 基に，700 cm-1 以下の格子振動バンドは M–O および O–
M–O 基 (M = Mg, Al または Eu) に帰属される．Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.05 以下で
は，3020 cm-1 のブロードなピークは層間の CO3
2-と水素結合している O-H 基に，CO3
2-
に由来する 1370 cm-1の吸収ピークが見られることから，LDH 層間に存在するおもな
ゲストアニオンは CO3
2-であることが示された．これは，空気中で金属塩粉末を擦り
合わせることでペースト状の LDH を合成しているため，空気中の CO2 によるコンタ
ミが起きたと考えられる．Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比= 0.050 および 0.30 で得られた
LDH では，液相法での合成同様，1350cm-1 のピークの消失，1400 および 1500 cm-1 の
ピークの発現が確認された．したがって，液相法で合成された EuドープMg-Al系 LDH
同様，Eu3+の LDH 基本層への固溶が示された． 
 




Figure 4.31  FT-IR spectra of Eu-doped LDH samples with various Eu contents.  
 
Figure 4.32 に，各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の TEM 写真を示す．まず Fig. 4.32 (a)
より，Eu を添加しない場合，Mg-Al 系 LDH は 50~100 nm の均一板状粒子として生成







ば，大量の均一粒子 (2 章合成法での採取量: 約 0.15 g に比較して，本実験法での採
取量: 約 0.80 g．スケールアップも容易) が得られるという点は，非常に大きなメリ





に板状粒子の凝集性も上昇した．先に示した XRD スペクトル (Fig. 4.29) においても， 
Eu(OH)3 の回折ピーク強度が Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.10 から上昇していることか











Eu/(Al+Eu) = 0 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.0050 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.010 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.015 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.020 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.025 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.030 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.050 








Eu/(Al+Eu) = 0.10 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.20 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.30 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.40 
 
Eu/(Al+Eu) = 0.50 
 
 
Figure 4.32  TEM images of the Eu-doped LDH samples. 
 
 Figure 4.33 に各種 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の励起スペクトルおよび蛍光スペクトル
を，Fig. 4.34にスペクトル強度とEu添加量のプロットを示す．まずFig. 4.33 (a) より，
励起スペクトルでは，液相法により得られた LDH と同様，すべてのサンプルにおい
て 394 nm に Eu3+ の f-f 遷移を示すピークが得られた．次に Fig. 4.33 (b) より，394 nm












たがってこれらの結果から，すべてのサンプルにおいて Eu3+と LDH の複合化が確認
された．液相法で得られた生成物と固相法で得られた生成物の蛍光スペクトルを比較








610 nm のピーク強度が大きいのに対し，固相法で得られた生成物，中でも Eu/(Al+Eu) 
仕込みモル比=0.025 以上において二つの強度比の逆転が見られた．固相法で強度減少





で得られた生成物の Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.025 以上において，Eu3+は LDH 基本






Figure 4.33  (a) Excitation and (b) fluorescence spectra of Eu-doped LDH samples. 
 
一方 Fig. 4.34 より，スペクトル強度と Eu 添加量のプロットとの間に線形性は見ら
れなかったものの，励起スペクトルおよび蛍光スペクトルのいずれにおいても同様の
傾向が見られた．この傾向は Fig. 4.30 に示した格子定数 c と酷似しており，Eu/(Al+Eu) 
仕込みモル比=0.020 までは単調増加し，一旦下がった後，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比
=0.40 まで再び増加し，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比=0.50 で減少している．Eu/(Al+Eu) 仕
込みモル比=0.020 から 0.03 において蛍光強度の減少が見られることから，Eu3+が
Mg-Al 系 LDH 基本層へ固溶し格子内に安定的に配置されることで，Eu(OH)3 または
Eu
3+水和イオンよりも強い発光を示す可能性がある．しかしながら，特に Eu/(Al+Eu) 








4.6.3 Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の細胞内蛍光プローブとしての応用 








 液相法および固相法による Eu3+を基本層に固溶した Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合
成について検討を行った結果，以下の知見を得た．  
 
 液相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成に成功し，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル
比の増加とともに蛍光強度の増加が確認された． 
 FT-IR より，層間に CO3
2-を含まないことが示され，機能性分子とのイオン交換な
どによりさらなる機能性付与が期待される． 
 複合体は約 50 nm の板状粒子として生成したが，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比の増加
とともに粒子形態の不均一性および凝集性が増加した． 
 固相法による Eu ドープ Mg-Al 系 LDH の合成に成功し，LDH 基本層への Eu3+
限界固溶量は Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比 = 0.020 であった． 
 限界固溶量以下の Eu 仕込み量において，Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比の増加に伴う
  
Figure 4.34  Influence of the amount of Eu on the intensity of the fluorescence spectra of Eu-doped 
LDH. 
(a) (b) 
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格子定数 a および c の増加，蛍光強度の増加が示された． 
 固相法により得られた Mg-Al 系 LDH は層間に CO3
2-を含み，50~100 nm の均一な
板状粒子として得られた． 
 Eu/(Al+Eu) 仕込みモル比 = 0.020 以下では粒子形態の変化は見られず，高均一性，
高分散性の Eu ドープ Mg-Al 系 LDH を得ることができた． 
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第 5 章 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞輸送機構 
 
5.1 はじめに 
 本章の目的は，第 4 章で合成された蛍光色素ピラニン (以下，本文中において
Pyranine と表記) をゲスト分子とした複合体ピラニン/LDH (以下，本文中において




 Figure 5.1 に，これまでの観察結果から推測されるフルオレセイン/LDH (以下，本文
中において Fluo/LDH と表記) の細胞内移行過程を示す．Fluo/LDH が細胞膜に到達す
るとすぐにエンドサイトーシスが開始され，小胞エンドソーム内に含まれて細胞内に
輸送される．ここまでの所要時間は約 10 min と考えられる．曝露時間が長くなるに
伴い，エンドサイトーシス経路が進行する．その結果，エンドソームからの LDH 粒




Figure 5.1  Intracellular transition process of Fluo/LDH. 
 
しかしながら，これらの挙動がなぜ，どのようにして起きたのかについては明らか


















Figure 5.2  Photograph of the incubator on the microscope. 
 
5.2 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞内動態観察実験 
5.2.1 実験試薬 
○ 細胞 
・L929 細胞  DS ファーマバイオメディカル(株) 
 
○ 培地 
・ウシ胎児血清 (FBS)     インビトロジェン(株)製または biowest 社製 
・グルタミン含有 MEM アール液体培地 (MEM) ライフテクノロジーズ(株)製 
(実験には，MEM に 10% FBS を添加して使用) 




・超純水 (MQ 水) 
(メルク (株) メルクミリポア社製の超純水製造装置 MilliQ を用いて作製) 
・ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)   ライフテクノロジーズ(株)製 
(実験には，MQ 水で 10%に希釈して使用) 
・0.05 % トリプシン/ EDTA    ライフテクノロジーズ(株)製 
・エタノール (99.5 %)  CH2CH3OH  和光純薬工業(株)製 1 級 
 
○ オルガネラ検出用試薬 (すべてライフテクノロジーズ(株)製) 
・Hoechst 33342, trihydrochloride, trihydrate (Hoechst) : 細胞核 
・LysoTracker® Red DND-99 (LysoTracker)  : リソソーム 
・CellLight® Early Endsome-RFP *BacMam 2.0*  : 初期エンドソーム 
・CellLight® Late Endsome-RFP *BacMam 2.0*  : 後期エンドソーム 
 
○添加用固体サンプル 
・α-アルミナ Al2O3  F.W.=102.0  和光純薬工業(株)製 
・合成ハイドロタルサイト (アルカマック VF) 
Mg0.75Al0.25(OH)2(CO3)0.16･0.56H2O   協和化学工業(株)製 
 
○ TEM-EDS 用試薬 
・アクラフィルム     日新 EM(株)製 
・ポリ-L-リジン (p-Lys)    Cultrex®製 
・ピロアンチモン酸カリウム K[Sb(OH)6]  和光純薬工業(株)製 
・四酸化オスミウム     日新 EM(株)製 
・KOH       関東化学(株)製 
・アセトン      関東化学(株)製 
・QY-1       日新 EM(株)製 
・Poly/Bed 812      PolySciences. Inc 製 
・アラルダイト M (CY-212)    日新 EM(株)製 
・DDSA      日新 EM(株)製 
・DMP-30     TAAB Laboratories-ENGLAND UK 製 
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○ 細胞内 Mg2+検出用試薬 
・Magnesium Green™, AM (MgGreen-AM) 
 C46H38Cl2N2O21  M.W.= 1026 ライフテクノロジーズ(株)製 
 
5.2.2 実験方法 
(a) ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞内移行観察 
1) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った Pyranine/LDH ナノ複合体を




 曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH を含まない，通常
の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波長: 488 nm) を
用いて所定時間ごとに定点撮影を行う．Scheme 5.1 に，実験フローチャートを示す． 
 




Scheme 5.1  Flow sheet of the observation of the intracellular localization of the LDH particles. 
 




b-2) エンドソーム ― リソソーム移行 
1) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 





曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，200 nM LysoTracker - MEM 溶
液を添加，37C，5% CO2 の条件下においた顕微鏡用インキュベータ内で 1 h 培養し，






 染色終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH 等のサンプルを含
まない，通常の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波
長: 488 nm (Pyranine) および 561 nm (LysoTracker)) を用いて定時間ごとに定点撮影を
行う．Scheme 5.2 に，実験フローチャートを示す． 
 
 
Scheme 5.2  Flow sheet of the observation of the endosome-lysosome fusion. 
 
b-3) 初期エンドソーム ― 後期エンドソーム移行 
1) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) 形質導入 
前培養した L929 細胞の培地を除去し，CellLight® Early Endsome-RFP *BacMam 2.0*
または CellLight® Late Endsome-RFP *BacMam 2.0*をそれぞれ 30 L 添加する．37C，
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Pyranine/LDH ナノ複合体を 100 g/mL 含む培地を添加し，共焦点レーザー顕微鏡 (励
起波長: 488 nm (Pyranine) および 561 nm (CellLight)) を用いて定時間ごとに定点撮影
を行う．Scheme 5.3 に，実験フローチャートを示す． 
 
 




対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行った Pyranine/LDH を 100 g/mL
含む培地を用いて培地交換を行い，37C，5% CO2 の条件で所定時間曝露する． 
 
3) 細胞核染色 
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曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，Hoechst を 2 g/mL 含む培地
を添加し，37C，5% CO2 の条件で 30 min 培養し，細胞核染色を行う． 
 
4) 観察 
 染色終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH または Hoechst 等
のサンプルを含まない，通常の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザー
顕微鏡 (励起波長: 405 nm (Hoechst) および 488 nm (Pyranine)) を用いて定時間ごとに
定点撮影を行う．Scheme 5.4 に，実験フローチャートを示す． 
 
 








った[1]．ピロアンチモン酸カリウムは Na+, Mg2+, Ca2+, Zn2+と結合してアンチモン酸塩
を形成し，TEM により高電子密度 (黒色) の沈殿物として補足されることが知られて
いる．本実験により，LDH を添加した細胞内の元素局在の可視化を目的とする[6]． 




約 1 cm 角に切断したアクラフィルムを 60 mm ディッシュに入れ，24 時間 UV 照射
することにより，アクラフィルムの滅菌を行う．滅菌終了後，アクラフィルムを 6 mm
ディッシュに移し，p-Lys に浸した状態で 37C，5% CO2 の条件で 2 h インキュベート
する．最後に p-Lys を除去し，冷えた培地で 2 回洗浄する． 
 
2) 前培養 
対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液を 1) で前処理を行ったアクラフィルム上に所
定量播種し，37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
3) サンプル添加 
前培養した L929 細胞に，オートクレーブ滅菌を行ったアルカマック VF を 100 
g/mL 含む培地を用いて培地交換を行い，37C，5% CO2 の条件で所定時間曝露する． 
 
4) 後処理 
曝露終了後，培地を除去し，2% ピロアンチモン酸カリウム水溶液 + 1% 四酸化オ
スミウム-PBS 等量混合溶液で 1.5 h 氷中固定を行う．氷中固定終了後，ピロアンチモ
ン酸カリウム-四酸化オスミウム溶液を除去し，0.1 M KOH 水溶液で 1min, 2 回洗浄す
る．洗浄後，KOH 水溶液を除去し，25% - 50% - 70% - 99% - 100% - 100% - 100%アセ
トンの順で各 15 min 氷中脱水する． 
 
5) サンプル作成および観察 
4) で脱水処理を行ったアクラフィルムを，QY-1 に 10min，2 回浸透させる．浸透
終了後，QY-1 を除去し，エポキシ樹脂-QY-1 等量混合溶液に 30 min 浸透させる．な
お，エポキシ樹脂は，Poly/Bed，アラルダイト M および DDSA を所定量採取，かき
混ぜした後，DMP-30 を加えてさらにかき混ぜて調製した．浸透終了後のアクラフィ
ルムを，包埋版に入る大きさに切断し，型に入れ，その上からエポキシ樹脂を入れて
型を埋める．60C のオーブンで 2 days 乾燥した後，樹脂を型から外し，ダイヤモン
ドカッターで薄切して染色する． 
以上の手順により作成した細胞切片を，透過型電子顕微鏡により観察する．Scheme 
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5.5 および 5.6 に，実験フローチャートを示す． 
 
 









Scheme 5.6  Flow sheet of the preparation of the cellular section. 
 
b-6) 蛍光標識による細胞内元素局在観察 
 Magnesium GreenTM (以下，本文中において MgGreen と表記) は，Mg2+インジケータ
ーとして用いられる蛍光試薬の一種である．MgGreenの解離定数Kdは 1.0 mMであり，
mag-fura-2 (Kd = 1.9 mM) や mag-indo-1 (Kd = 2.7 mM) といった他の Mg
2+インジケー
ターよりも Mg2+との親和性が高く，可視光励起が可能 (Excitation: 506nm, Emission: 
531 nm) なため共焦点レーザー顕微鏡での観察に適している[7][25]．Figure 5.3 に，異な
る Mg2+濃度における MgGreen の蛍光スペクトルを示す[7]．これより，Mg2+濃度が上
昇するに伴い蛍光強度も上昇することがわかる． 
 






MgGreen のアセトキシメチルエステル型 (Magnesium Green, AM，以下，本文中にお
いて MgGreen-AM と表記) を用いた．MgGreen-AM は細胞膜透過性をもち，細胞内に
導入されると細胞内エステラーゼの働きによりアセトキシメチルエステルが脱離し，





Figure 5.3   Mg
2+
-dependent fluorescence 
emission spectra of Magnesium Green
[7]
. 
Copyright © 2014 Life Technologies Corporation. 
Used under permission. 
 
  
Figure 5.4  Chemical structure of (a) Magnesium Green™, Pentapotassium Salt and (b) Magnesium 
Green™, AM. 
(a) (b) 




対数増殖期にある L929 細胞を PBS 洗浄およびトリプシン/ EDTA 処理した後，1000 
rpm で 3 分間遠心分離を行う．遠心分離後，培地を除去し，培地に再分散して細胞懸
濁液を調製する．調製した細胞懸濁液をガラスボトムディッシュに所定量播種し，
37C，5% CO2 の条件で 24 h 前培養を行う． 
 
2) Magnesium GreenTM, AM の脱エステル化 
前培養した L929 細胞に，5 mM MgGreen-AM -MEM 溶液を用いて培地交換を行い，
37C，5% CO2 の条件下においた顕微鏡用インキュベータ内で 30 min 曝露し，細胞内








 曝露終了後，培地を除去し，培地で洗浄する．次に，培地 (LDH 等のサンプルを含
まない，通常の細胞培養用培地) を添加した細胞を，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波
長: 488 nm) を用いて観察を行う．Scheme 5.7 に，実験フローチャートを示す． 
 




Scheme 5.7  Flow sheet of the observation of the intracellular localization of the metal ions by a 
confocal microscope. 
 
(c) ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞核輸送観察 
c-1) 細胞内蛍光局在 
5.2.2 (b-4) と同様に調整した細胞を，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波長: 405 nm 
(Hoechst) および 488 nm (Pyranine)) を用いて Z 軸方向に 1m ずつ断層写真の撮影を
行う．実験フローチャートは，Scheme 2.4 と同じである． 
 
c-2) 細胞核への LDH 粒子輸送 
5.2.2 (b-2) と同様に調整した細胞を，共焦点レーザー顕微鏡 (励起波長: 488 nm 
(Pyranine) および 561 nm (LysoTracker)) を用いて所定時間ごとに定点撮影を行う．実




 細胞内動態および細胞内局在観察実験において，共焦点レーザー顕微鏡 ((株) Nikon
製 C2 si) および顕微鏡用培養装置 (東海ヒット(株)製 Stage Top Incubator) を用い，







型，以下，TEM と表記) およびエネルギー分散型 X 線分析装置 (日本電子(株)社製 
Centurio 型，以下，EDS と表記) により細胞内元素分布を観察した． 
 
5.3 結果および考察 
5.3.1 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞内移行の観察 
 はじめに，細胞外の Pyranine/LDH ナノ複合体が細胞内へ移行する過程の観察を行
った．細胞に添加した Pyranine/LDH ナノ複合体が緑色発光を示したこと (第 4 章 
4.3.5) や， LDH の細胞輸送機構 (エンドサイトーシス) がゲスト分子によらないこ





 Figure 5.5 に，Pyranine/LDH ナノ複合体を 10 min 曝露した細胞の共焦点レーザー顕
微鏡写真を示す．これより， Pyranine/LDH ナノ複合体が最初に細胞膜に到達した細
胞 (i) から隣接した細胞 (ii) へ粒子が受け渡しされ，(i) の細胞が (ii) の細胞から離
脱した後，(ii) の細胞内へ Pyranine/LDH ナノ複合体が輸送されている様子が見られた．
したがって，細胞同士で Pyranine/LDH ナノ複合体を授受している可能性が示された．
これまでの TEM による細胞内粒子局在の観察結果から，LDH 粒子が細胞膜へ到達し
た時点で迅速にエンドサイトーシスが開始され，細胞内へ輸送されると考えられてい



















Figure 5.5  CLSM images of the translocation of Pyranine/LDH nanocomposite between the two cells. 
Exposure time: 6 h. 
 
5.3.2 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞小胞内動態の観察 
(a) エンドソームの空胞化 




られた (第 2 章 2.4.2 (c))．また，アニオン性の蛍光色素 (Fluo または Pyranine) は単
体で細胞に添加した場合輸送されず，LDH との複合化により細胞内へ輸送されたが 
(第 2 章 2.4.2 (b) および第 4 章 4.3.3)，Fluo/LDH ナノ複合体を添加した際，曝露時間
の増加により細胞全体で Fluo 由来の発光が見られた (第 3 章 3.4.3 (c))．これらの結
果は，エンドソームから細胞質への LDH 粒子およびゲスト分子の放出 (エンドソー
(a) (b) 
(c) (d) 






 まず，細胞内における粒子の動態について観察した．Figure 5.6 に，Pyranine/LDH
ナノ複合体を 6 h 曝露した細胞の透過微分干渉 (DIC) 画像を示す．写真中の黒点は
LDH 粒子，囲み部分はエンドソームである．これより，培養時間の増加に伴ってエ
ンドソーム内の LDH 粒子が小さくなる様子が観察された．一方，LDH 粒子を含むエ
ンドソームが大きくなっていた．これは，TEM による観察 (第 2 章 2.4.2 (c) および
第 3 章 3.4.3 (b)) でも見られた，エンドソームの空胞化であると考えられる．この空
胞化は，LDH 粒子をエンドソームに取り込んだ時点では起きておらず (Fig. 5.6 (a))，
培養時間の増加とともに，LDH 粒子を含むエンドソームで起きている(Fig. 5.6 (b)-(d))．
したがって，LDH 粒子を取り込むことにより空胞化が引き起こされた可能性が示唆
される．後期エンドソームに局在するホスホイノシチド (生体膜の主成分であるリン
脂質の一部) であるホスファジルイノシトール 3,5-ビスリン酸 (PI(3,5)P) が欠損し
た酵母[9]，線虫[10]およびショウジョウバエ[11]において，液胞の巨大化と酸性化不全が
報告されている．したがって，Fig. 5.6 で見られた空胞化した小胞では，LDH の酸緩
衝能により酸性化不全が起きている可能性が考えられる[12]． 
  











Figure 5.6  Influence of the incubator time on the size of the LDH particle within endosome. Exposure 





た．比較として，Pyranine を表面吸着させた α-アルミナ (Pyranine-Al2O3) を添加して
同様に実験を行った．Figure 5.7 に，Pyranine/LDH ナノ複合体および Pyranine-Al2O3
を 10 min 曝露した細胞の共焦点レーザー顕微鏡写真を示す．いずれの細胞において
も Pyranine 由来の緑色発光と LysoTracker 由来の赤色発光が確認された．しかしなが
ら，予想に反して，いずれの細胞においても緑色発光と赤色発光の共局在化は見られ
なかった．したがって，リソソーム移行を観察するためには曝露時間等の実験条件の
再検討が必要と思われる．それぞれの細胞を比較すると，Fig. 5.7 (a) および (b) では
LysoTracker 由来の赤色発光が小胞と思われる部分に局在化しているのに対し，Fig. 5.7 
(c) および (d) では，赤色発光は細胞質全体に広がっている．この赤色発光している
(a) (b) 
(c) (d) 
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小胞は，Pyranine-Al2O3 を添加した細胞では見られなかった (Fig. 5.7 (c) および (d))．











Fig. 5.7 (a) および (b) 中央部で見られるような細胞全体での緑色発光が観察された
と考えられる．この発光については後に記載する． 
  




Pyranine/LDH, all merged 
 
Pyranine/LDH, Pyranine + LysoTracker 
 
Pyranine-Al2O3, all merged 
 
Pyranine-Al2O3, Pyranine + LysoTracker 
Figure 5.7  CLSM images of the endosome-lysosome fusion of (a), (b) Pyranine/LDH nanocomposite 





ムを標識する蛍光タンパク質 CellLight® Early Endsome-RFP *BacMam 2.0*および
CellLight
®













 次に，細胞内蛍光の動態について観察した．Figure 5.8 に，Pyranine/LDH ナノ複合
体を添加した細胞の共焦点レーザー顕微鏡写真を示す．Pyranine/LDH ナノ複合体添加
直後には，細胞内部では局所的な青色発光と緑色発光のみが観察されている．青色発
光は細胞核染色色素 (Hoechst)，緑色発光は Pyranine/LDH ナノ複合体由来の発光であ
る．添加後 5 min ごとに定点撮影を行ったところ，Pyranine/LDH ナノ複合体を添加し
てから 3 時間後に，細胞内で緑色蛍光が広がる様子が観察された．Pyranine はアニオ
ン性蛍光色素であり細胞膜透過性がないため，例えばイオン交換により細胞外の培地
中へ放出された Pyranine アニオンが単独で細胞内へ輸送され，細胞全体で緑色発光を
呈することはない (第 4 章 4.3.3)．したがって，細胞全体で観察された緑色発光は
Pyranine/LDH ナノ複合体由来であると考えられる．一方，DIC 画像は不明瞭であるも
のの，Pyranine/LDH ナノ複合体と考えられる黒色粒子が全体に広がっている様子はな
い．以上のことから，Fig. 5.7 (b) で細胞全体に見られた緑色発光は，細胞内で
Pyranine/LDH ナノ複合体から放出された Pyranine アニオン由来であると推測される． 
  











Figure 5.8  CLSM images of the intracellular dynamics of Pyranine release from the endosome. 
 
 Figure 5.9 に，Fluo/LDH を 6 h 曝露した細胞の共焦点レーザー顕微鏡写真を示す．
これより，Fluo/LDH を添加した場合にも細胞全体での緑色発光が観察された．しか
しながら，第 4 章 4.1.2 に前述したとおり，Fluo アニオンは酸性条件下においてラク
トン環を形成し，脂溶性が向上する．それにより膜透過性も向上し，エンドソームま
たはリソソームを透過して細胞内へ放出された可能性が考えられる．一方，Pyranine
アニオンは 3 つのスルホン酸基を有し，広い pH 範囲で高い極性および水溶性をもつ
ため，後期エンドソームにおいても細胞膜を透過することはないと考えられる．した
がって，Pyranine/LDH ナノ複合体を添加した細胞における Pyranine アニオンの放出 
(Fig. 5.6) は，エンドソームの破裂を伴っている可能性が高い．しかしながら，細胞内









 エンドソームの破裂の原因として，LDH 溶解→LDH 基本層由来の金属濃度上昇→
エンドソーム内の浸透圧上昇→エンドソーム内への水の流入という過程が考えられ
る．そこで，エンドソーム内において LDH 溶解および金属濃度上昇が起きているか
を確認するため，TEM-EDS による金属濃度分布の可視化を試みた．Figure 5.10 に，
アルカマック VF を 6 h 曝露した細胞の SEM 写真，EDS マッピング図および元素分析








Figure 5.9    CLSM image of the intracellular 
release of Fluo. Exposure time: 6 h. 
 













Figure 5.10  Elemental analysis of a commercial LDH added cell. (a):SEM image, (b), (c): EDS 
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 次に，Mg2+インジケーターとして用いられる蛍光試薬 Magnesium GreenTM 
(MgGreen) により，細胞内 Mg2+局在の観察を行った．Figure 5.11 に，アルカマック
VF を 6 h 曝露した細胞の共焦点レーザー顕微鏡を示す．これより，細胞内の小胞と思
われる部分に MgGreen 由来の緑色発光が局在化している様子が観察された．特に中
央部の小胞 (黄色矢印) には，LDH 粒子を目視で観察することができる．したがって，










Figure 5.11  CLSM images of the intracellular Mg
2+
 localization of the commercial LDH added cells. 
Exposure time: 10 min. 
 
 以上の結果より，LDH の細胞内動態は，LDH 粒子の溶解によりエンドソームの破
裂が引き起こされ，リソソーム融合の前に LDH 粒子およびゲスト分子が細胞質へ放
出されると推測される．このエンドソームからの脱出機構をもつ材料としてポリエチ













5.3.3 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞核への輸送の観察 
 最後に，細胞核への物質輸送の観察を行った．これまでの成果として，TEM 観察
より，細胞核の極近傍に Fluo/LDH 粒子が移行している様子が観察されたものの，細
胞核内で LDH 粒子を観察することはできなかった (第 2 章 2.4.2 (c))．一方，Fig. 5.7, 




の粒子および蛍光局在の観察を行った．Figure 5.12 に，Pyranine/LDH ナノ複合体を 6 h
曝露した細胞の共焦点レーザー顕微鏡写真を示す．(a) が共焦点レーザー顕微鏡写真，
(b) および (c) が断層写真を再構築して得られた 3D画像である．Figure 5.12 (a) より，
細胞内で Pyranine 由来の緑色発光と細胞核由来の青色発光が観察された．それらの発










Figure 5.12  CLSM images of the Pyranine/LDH nanocomposite added cells. Exposure time: 6 h. 
 
 次に，LDH 粒子の細胞核への輸送について，ライブセルイメージングにより観察
を行った．Figure 5.13 に，Pyranine/LDH ナノ複合体を 10 min 曝露した細胞の共焦点
レーザー顕微鏡写真を示す．これより，Pyranine/LDH 粒子の細胞核への輸送が観察さ
れた．しかしながら，細胞核への輸送は，LDH 粒子が細胞核近傍へ輸送されてから
約 2 h 後に見られた．エンドサイトーシスの開始 (約 10 min) やエンドソームリリー
ス (約 30 min) と比較しても，細胞核への移行には長い時間がかかることが分かる．


















Figure 5.13  CLSM images of the transportation of Pyranine/LDH nanocomposite into the nucleus. 




子の移動は NPC を通じて行なわれ，分子量およそ 40 kDa 以下の分子については拡散
的に NPC を通り抜けて核 ‒ 細胞質間を移動することができるが，それ以上の分子量
の分子については，能動的に核への移行あるいは核からの排出が行なわれている[16]．
本研究においても，細胞核内へ輸送された LDH 粒子が再度細胞核外へ排出される様
子が観察された．Figure 5.14 に，Pyranine/LDH ナノ複合体を 10 min 曝露した細胞の
共焦点レーザー顕微鏡写真を示す．これより，約 2.5 h の時間を経て，細胞核から
Pyranine/LDH ナノ複合体が排出されていることが分かる．したがって先にも述べたと
おり，細胞核への LDH 粒子の輸送について，さらなる検討の余地があると言える．
一方で細胞核からの LDH 粒子の排出は，細胞核中への LDH 粒子の蓄積とそれによっ
(a) (b) 
(c) (d) 

















Figure 5.14  CLSM images of the ejection of Pyranine/LDH nanocomposite into the nucleus. Exposure 






 細胞間において LDH 粒子を授受する様子が観察された． 
(a) (b) 
(c) (d) 
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 培養時間の増加に伴い，エンドソーム内の LDH 粒子が小さくなり，エンドソー
ムが空胞化した． 




 これらの観察結果から，エンドソーム内での LDH の溶解によりエンドソームの
破裂が引き起こされ，エンドソームリリースが起きていると推測される． 




[1] P. Park, T. Ohno, S. Nishimura, K. Kohmoto, H. Otani, Can. J. Bot., 65, 330–339 (1987). 
[2] R. L. Klein, S. S. Yen, A. T. Klein, J. Histochem. Cytochem., 20, 55–78 (1972). 
[3] S. T. Freitas, C. V. T. Amarante, J. M. Labavitch, E. J. Mitcham, Postharvest Biology and 
Technology, 57, 6–13 (2010). 
[4] Y. L. Luo, Y. J. Luo, Q. J. Li, Protoplasma, 248, 251–256 (2011). 
[5] K. Otulak, G. Garbaczewska, Micron, 42, 381–391 (2011). 
[6] 医学・生物学電子顕微鏡技術研究会, “よくわかる電子顕微鏡技術”, 朝倉書店 
(1992). 
[7] Life Technologies Ltd., “The Molecular Probes® Handbook”, 11th Edition, Part V, 
Chapter 19, Section 19.6. 
[8] Life Technologies Ltd., “Product Information: Fluorescent Magnesium Indicators”. 
[9] G. Oddorizzi, Cell, 95, 847–858 (1998). 
[10] A. S. Nicot, H. Fares, B. Payrastre, A. D. Chisholm, M. Labouesse, J. Laporte, Mol. Biol. 
Cell, 17, 3062–3074 (2006). 
[11] T. E. Rusten, L. M.W. Rodahl, K. Pattni, C. Englund, C. Samakovlis, S. Dove, A. Brech, 
H. Stenmark, Mol. Biol. Cell, 17, 3989–4001 (2006).  
[12] 大野博司, 吉森保, “メンブレントラフィックの奔流”, 共立出版 (2009), pp. 2084–
2088. 
[13] J. Jin, Y. J. Gu, C. W. Y. Man, J. Cheng, Z. Xu, Y. Zhang, H. Wang, V. H. Y. Lee, S. H. 
Cheng, W. T. Wong, ACS Nano, 5, 7838–7847 (2011). 
第 5 章 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞輸送機構 
185 
 
[14] O. Boussif, F. Lezoualc'h, M. A. Zanta, M. D, Mergny, D. Scherman, B. Demeneix, J. P. 
Behr, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92, 7297–7301 (1995). 
[15] Z. P. Xu, M. Niebert, K. Porazik, T. L. Walker, H. M. Cooper, A. P. J. Middelberg, P. P. 
Gray, P. F. Bartlett, G. Q. Lu, J. Contr. Release, 130, 86–94 (2008). 
[16] 尾間由佳子，原田昌彦，化学と生物，50，262–268 (2012). 
第 5 章 ピラニン/LDH ナノ複合体の細胞輸送機構 
186 
 
第 6 章 総括 
187 
 
第 6 章 総括 
 
6.1 本論文のまとめ 
 本論文は，細胞に添加した LDH の細胞内輸送機構および薬剤輸送担体としての特
異性や優位性を明らかにすることで，効率的な薬剤輸送担体として実用化するための
LDH の設計指針について提唱することを目的とした． 
 まず，細胞内可視化プローブ特性を有する LDH の合成を行った．可視化特性とし
て蛍光特性の付与を目的とし，ゲスト分子として，安価，低細胞毒性であるアニオン
性蛍光色素フルオレセインナトリウム，pH 応答性のあるアニオン性蛍光色素ピラニ
ンおよび SNARF®，希土類元素ユウロピウムイオンを選定し，Mg-Al 系 LDH との複
合化を行った．さらに細胞輸送効率の高い粒径および分散性を発現する LDH の合成
を目的とし，液相法および固相法による LDH の粒子形状の制御を試みた．次に，得




 第 2 章では，LDH の細胞輸送可視化を目的とし，アニオン性蛍光色素フルオレセ



























LDH の形態制御について検討したところ，既報でロッド状 LDH とされていた粒子が
LDH ではなく水酸化アルミニウム (ギブサイト) であることが明らかになった．LDH
粗沈殿を，一定量のゲスト (2[フルオレセインジアニオン]2-/[Al] = 2.5～10 程度)とと
もに静置式オーブンを用いて水熱処理することで，LDH 結晶の成長とともにアルミ










ム) により輸送されたフルオレセインアニオンが LDH から放出され，さらに小胞か
ら細胞内へリリースされることが示唆された． 
 




れている．LDH は酸緩衝能をもつため，この pH 変化が通常とは異なる可能性が考え
られ，またプロトンにより LDH は溶解することが予測される． 
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そこで，まず細胞内の pH 変化を可視化するため，ゲスト分子に pH 感受性蛍光色





一方，細胞内における LDH 溶解を，蛍光による LDH 由来金属の細胞内分布の可視
化により観察することを目的とし，希土類イオン Eu を固溶した Mg-Al 系 LDH の合
成に取り組んだ．水熱法による合成では，Eu ドープ Mg-Al 系の単一相の合成に成功
したものの，得られた粒子は凝集しており，高分散性 LDH は得られなかった．そこ
で，固相反応および水熱処理を組み合わせることで，単一相の分散した Eu ドープ
Mg-Al 系 LDH の合成に成功した．また合成条件を変化させることで，Mg-Al 基本層
への Eu 固溶限界が 2 mol%であること，Eu 含有量に伴って発光強度が強くなること
を明らかにした． 
 
 第 5 章では，主に 4 章で得られた LDH ナノ複合体を用い，LDH の細胞内動態の観
察を試みた．第 2 章および 3 章では固定した細胞を観察していたため，得られた観察
結果がどのような因果性により生じたのか詳細は不明であった．そこで，生細胞を観
察するライブセルイメージングにより，LDH 粒子が細胞外から細胞内へ輸送される
過程，エンドソーム内での LDH 粒子の挙動，LDH 粒子およびゲスト分子が細胞核へ
輸送される過程について明らかにした． 
 まず内在化の過程では，細胞膜に LDH 粒子が到達した際，細胞が別の細胞に LDH
粒子を受け渡し，取り込む様子が観察された．したがって，目的細胞以外の細胞膜に



























送される．Figure 6.1 に，LDH の細胞輸送機構の模式図を示す． 
  




Figure 6.1  Intracellular dynamics of the LDH particles. 
 
LDH のゼータ電位は，正の値を示すことから，(1) アニオン性ゲスト分子を保持し，
細胞内輸送を促進すること (第 2 章および 4 章)，粒径制御が可能なことから，(2) EPR
効果を活用して腫瘍組織に効果的な輸送が期待できること (第 3 章)，酸性条件におい
て溶解することで，(3) ゲストのリリースを促進する特性を有すること (第 5 章) が
明らかとなった．これらの特徴は，それぞれ DDS 用キャリアに要求される機能，す































Fig. 6.3  Synthesis strategy of LDH for efficient DDS carriers. 
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